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RESUMEN/ABSTRACT 
 
 
 
 
Resumen/Abstract 
 
El mieloma múltiple (MM) es la segunda neoplasia hematológica más frecuente. La intro-
ducción del trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos (TASPE) y de los nuevos 
agentes terapéuticos (IMIDs, IP, etc) en el tratamiento del MM ha aumentado significativamente 
el porcentaje de pacientes que logran una respuesta completa de larga duración (LTCR), mejo-
rando la supervivencia global. Sin embargo, desconocemos si los pacientes en LTCR posTAS-
PE han alcanzado una reconstitución inmunitaria característica que favorezca el estado de remi-
sión completa (RC) evitando recaídas. Asimismo, las respuestas al tratamiento en MM son muy 
heterogéneas y un 50% de las recaídas ocurren sin que se hayan detectado datos biológicos de la 
enfermedad, por lo que es fundamental disponer de biomarcadores precoces de recaída que 
permitan individualizar la terapia y mejorar la supervivencia en MM. Por ello, en este trabajo se 
plantearon dos objetivos: 1) Evaluar, mediante el estudio del inmunofenotipo, por citometría de 
flujo de las distintas subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica y de la inmunoparesia, si 
los pacientes MM-LTCR presentan un perfil inmunitario característico, específico y estable 
asociado a la calidad de la respuesta terapéutica posTASPE; 2) Analizar el valor del ensayo de 
HLC y, en concreto, el ratio cadena involucrada/no involucrada (rI/U), en la predicción precoz 
de recaídas en pacientes en RC  posTASPE.  
Los pacientes MM-LTCR presentaron un perfil inmunitario caracterizado por un incremen-
to de linfocitos T CD4
+
 y CD8
+
 de memoria efectores; células NK diferenciadas que permiten 
una inmunovigilancia competente y un aumento de linfocitos B naïve que garantizan la homeos-
tasis de la respuesta humoral, la recuperación de las células plasmáticas normales y la ausencia 
de inmunoparesia. Este patrón inmunitario aparece en los primeros años posTASPE, se mantie-
ne estable a lo largo del tiempo y no parece tratarse de un patrón específico de la enfermedad de 
base ya que es muy similar al encontrado en pacientes con linfoma en LTCR posTASPE. Por 
otra parte, en los pacientes con MM en RC posTASPE que recaerán se observa una elevación 
precoz del rI/U mientras que los valores que clásicamente se emplean en el seguimiento de los 
pacientes con MM, como son las inmunoglobulinas totales, el cociente cadenas ligeras libres o 
la inmunofijación de suero, no anticipan dicha recaída. Esto sugiere la utilidad del ensayo HLC, 
y más concretamente del rI/U, en la identificación de pacientes trasplantados en RC con mayor 
riesgo de progresión. No obstante, para confirmar la utilidad de este parámetro como biomarca-
dor precoz de recaídas serían necesarios estudios adicionales de validación.  
En conclusión, nuestro estudio supone un primer paso en la evaluación del papel de los es-
tudios inmunológicos en la identificación de distintos grupos de pacientes en relación a la  res-
puesta terapéutica al TASPE. Asimismo, y aunque son necesarios más estudios de validación, 
nuestro estudio apoya la capacidad del ensayo HLC, no sólo como marcador precoz de recaídas, 
sino también como marcador de la reconstitución inmunitaria en pacientes en RC trasplantados. 
Resumen/Abstract 
 
Multiple myeloma (MM) is the second most frequent hematological malignancy. With the 
introduction of high-dose therapy followed by autologous stem cell transplantation 
(HDT/ASCT) and the novel agents (IMIDs, IP, etc), the percentage of patients achieving a long-
term complete response (LTCR) has significantly increased, thus improving overall survival in 
MM. However, it is unknown if the LTCR-MM patients have a specific condition of the lym-
phoid subpopulations after ASCT, that could maintain their complete remission (CR status and 
avoid relapse. Besides, MM responses are very heterogeneous and 50% of relapses occur with-
out biological signs of disease, making it essential to have early relapse biomarkers that could 
allow patient targeted therapy with improved survival. 
 Therefore, there are two main goals in this study: 1) To evaluate if the MM-LTCR patients 
have a characteristic, specific and stable immune profile associated with the quality of the ther-
apeutic response to ASCT, by analyzing the different lymphoid subpopulations in the peripheral 
blood by flow cytometry and the immunoparesia; 2) To analyze the utility of the heavy-light 
chains test (HLC) and, in particular, the involved chain/uninvolved chain ratio(rI/U) to predict 
early relapse in patients in CR after ASCT. 
MM-LTCR patients showed an immune profile characterized by an increase of the effector 
memory CD4
+
 and CD8
+
 T-lymphocytes and differentiated NK cells suggesting an efficient 
mechanism to control the tumour. An increment of naïve B-cells was also detected supporting 
supports the hypothesis that this event guarantees the homeostasis of the humoral response, the 
recovery of normal plasma cells and the absence of immunoparesis. It seems that this immune 
profile remains stable over time, appears during the early years after transplantation and it is not 
a specific pattern of MM since the immune profile is very similar to that found in LTCR pa-
tients with lymphoma after ASCT. 
In MM patients in CR after ASCT who will relapse, the rI/U started to increase earlier than 
the other parameters analyzed, suggesting its utility as an early biomarker of relapse in patients 
in CR. Further studies are needed to confirm this finding. 
In conclusion, this is a first step in defining the role of immunological studies in the identi-
fication of patients with different outcomes after ASCT. Furthermore, even though validation 
studies are needed, this study also supports the utility of the heavy-light chains test, not only as 
an early relapse biomarker, but also as a marker of immune recovery in transplanted patients in 
CR. 
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1. Mieloma múltiple: Definición 
El mieloma múltiple (MM) es una neoplasia de células B caracterizada por una prolifera-
ción clonal incontrolada de células plasmáticas (CP) con una larga supervivencia en la medula 
ósea (MO), lo que produce una inmunoglobulina (Ig) monoclonal (o componente monoclonal; 
CM) en suero y/u orina. El cuadro clínico está caracterizado por la presencia de lesiones osteolí-
ticas, insuficiencia renal, anemia e hipercalcemia. Representa el 10-15% de todas las neoplasias 
hematológicas y es la segunda neoplasia hematológica más frecuente después de los linfomas 
1
. 
Según la SEER (Surveillance Epidemiology and End Results), en el año 2017 se estiman 30.328 
nuevos casos (1.8% de los casos de cáncer en EEUU) y 12.590 defunciones (2.1% de las muer-
tes por cáncer en EEUU) http://seer.cancer.gov/statfacts/html/mulmy.html). 
La mediana de edad al diagnóstico es de 69 años y sólo excepcionalmente (0,6% de los ca-
sos) aparece antes de los 30 años de edad. Presenta una gran variabilidad geográfica y racial, 
con mayor incidencia en varones que en mujeres y en afroamericanos que en caucasianos 
2
. 
Existen distintos tipos de MM según el isotipo del CM en suero y/u orina. El tipo IgG es el más 
frecuente (50-60%), seguido de los tipos IgA (20%) y de los MM de cadenas ligeras libres 
(CLL) (20%) 
3
. 
El MM se considera una enfermedad confinada a la MO, a pesar de que en un 7-18% de los 
casos de nuevo diagnóstico se detecta la presencia de enfermedad extramedular 
4
. En la mayoría 
de los casos, por factores desconocidos, el MM evoluciona a partir de una gammapatía mono-
clonal de significado incierto (GMSI) que es un estado asintomático presente en el 3-4% de la 
población mayor de 50 años caracterizada por la presencia de un CM en suero <3g/dL, <10% 
CP en MO y ausencia de daño orgánico 
2
 
5
. La tasa anual de progresión de las GMSI es del 0.5-
1%, dependiendo de distintos factores de riesgo 
6
. Así, el riesgo de progresión del MM asinto-
mático o smouldering mieloma (SMM) durante los primeros cinco años es del 10% 
7
. 
Se trata de una enfermedad con gran heterogeneidad clínica y biológica. Gracias al avance 
del conocimiento y, a pesar de que sigue siendo una enfermedad incurable, con los nuevos tra-
tamientos estamos cada vez más cerca de su curación y/o de su transformación en una enferme-
dad crónica de larga duración 
8
. 
2. Respuesta inmunitaria 
El sistema inmunitario (SI) está constituido por un conjunto de células y procesos biológi-
cos que protegen al organismo de agentes extraños. Está mediado por: (1) una respuesta inmuni-
taria (RI) innata que es limitada en el tiempo, rápida e inespecífica, compuesta por una barrera 
fisicoquímica (epitelios), células fagocíticas (neutrófilos, macrófagos), linfocitos citolíticos 
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naturales (células NK), proteínas del complemento y citocinas, y (2) una RI adaptativa, específi-
ca de antígeno (Ag), más tardía, de gran diversidad y que genera memoria, compuesta por los 
linfocitos y sus productos. Ambas respuestas están vinculadas y son fundamentales para un ade-
cuado funcionamiento del SI 
9
. 
Dependiendo de su función, distinguimos principalmente dos tipos principales de linfocitos: 
(a) los linfocitos B (LB) secretores de anticuerpos (Acs) y mediadores de la RI adaptativa hu-
moral y (b) los linfocitos T (LT) mediadores de la RI adaptativa celular que a su vez se dividen 
en LT-CD8
+ 
con actividad citotóxica y en LT-CD4
+
cooperadores. Ambos tipos de linfocitos 
reconocen Ag específicos a través de sus complejos de membrana (BCR, del inglés “B-cell re-
ceptor” en los LB y TCR, del inglés “T-cell receptor” en los LT) y son las células responsables 
de la especificidad y memoria característica de la RI adaptativa. 
2.1 Inmunidad adaptativa humoral 
Se trata de una respuesta mediada por Acs en la que los LB maduros procedentes de la MO, 
tras el contacto con el Ag en los órganos linfoides secundarios (OLS), se activan y diferencian a 
CP productoras de Acs de larga supervivencia, o a LB de memoria capaces de sintetizar Acs de 
forma rápida ante una segunda exposición al Ag.  
2.2 Estructura de una inmunoglobulina 
Cada molécula de Ig, también denominada Ac, tiene una estructura simétrica compuesta por 
dos cadenas polipeptídicas ligeras idénticas (L de “light”) y dos cadenas polipeptídicas pesadas 
idénticas (H de “heavy”) unidas entre sí por puentes disulfuros. Ambos tipos de cadenas tienen a 
su vez dos regiones distintas: una región variable (V) encargada del reconocimiento del Ag (re-
gión Fab) y una región constante (C) responsable de sus funciones efectoras (región Fc) (figura 
1). 
  
Figura 1: Estructura de una Inmunoglobulina. 
Adaptado de 
10
. A) Representación de una Ig tipo IgG en su forma secretada. B) Representación de 
una Ig tipo IgM en membrana. La región de especificidad al antígeno viene determinada por la 
juxtaposición de región variable de la cadena pesada (VH) y por la región V de la cadena L (VL). 
La región constante de la cadena pesada determina la función de la Ig que puede encontrarse en 
forma secretada o libre (1A) o unida a la membrana (1B). 
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Atendiendo únicamente a las diferencias en la estructura de las regiones C de la cadena H, 
se distinguen 5 isotipos distintos de Igs (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE), con propiedades fisicoquí-
micas y funciones efectoras distintas y, salvo la IgD, se pueden expresar también en forma se-
cretada. Las regiones C de las cadenas L, idénticas en cada molécula de Ig, pueden ser tipo kap-
pa (κ) o lambda (λ) y no participan en la función efectora de la Ig ni en su unión a la membrana.  
La unión del Ag a las moléculas de Ac depende de las regiones hipervariables de las regio-
nes V de las cadenas H y L de las Igs, también conocidas como regiones determinantes de la 
complementariedad que son las únicas implicadas en la especificidad antigénica 
10
.  
Las Igs de membrana forman el receptor para el Ag de los LB y ejercen su función en zonas 
lejanas a las células B que las producen ya que sus principales funciones son la neutralización 
del Ag y la opsonización del Ag para la activación del complemento, para la fagocitosis por 
macrófagos y neutrófilos y para la citotoxicidad mediada por células NK (ADCC, del inglés 
“Antibody-dependent-cell-mediated-citotoxicity”). 
2.3 Inmunidad adaptativa celular 
Sus principales agentes son los linfocitos y consta de los siguientes pasos: reconocimiento 
por parte de los LT vírgenes o naïve de los Ag presentados por células dendríticas (CD) en los 
OLS, la activación y proliferación del clon de linfocitos específicos para dicho Ag (expansión 
clonal), la diferenciación en células efectoras, la migración de los LT al foco antigénico y la 
eliminación del Ag 
10
. 
2.3.1 Linfocitos T 
Los precursores inmaduros de los LT son células CD34
+
 originadas en la MO que se liberan 
a la sangre periférica (SP) en oleadas y entran en el timo, donde completan su maduración y 
adquieren la capacidad de responder a Ags y eliminarlos. Tras un proceso de selección positiva 
y negativa en el timo, los LT naïve que reconocen con baja afinidad Ags propios presentados 
por el complejo mayor de histocompatiblidad tipo I (MHC-I) en los LT CD8
+
 o por el MHC-II 
en LT CD4
+
, salen a SP donde recirculan por los OLS en búsqueda de su Ag. Cuando lo en-
cuentran, se activan, proliferan y se diferencian, o bien a LT efectores que migran al foco anti-
génico donde activan a otras células inmunitarias y eliminan el Ag, y/o a LT de memoria central 
de larga supervivencia y funcionalmente quiescentes que son capaces de diferenciarse rápida-
mente a LT efectores ante una segunda exposición al Ag 
10
 (figura 2). 
Los LT naïve que salen del timo hacia los OLS son células CD45RA
+
CD27
+
 que expresan 
el receptor de quimiocinas CCR7, el cual media su migración y entrada en los ganglios linfáti-
cos (GL). Los LT de memoria central carecen de función efectora inmediata y mantienen la 
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expresión de CCR7 ya que recirculan a través de los GL en búsqueda de su Ag (LT de memoria 
central CD27
+
CCR7
+
CD45RA
-
). Los LT de memoria efectores incluyen las subpoblaciones 
CD45RA
+
 y CD45RA
-
 y migran preferentemente hacia los focos antigénicos donde eliminan al 
Ag (LT de memoria efectores CD27
-
CCR7
-
CD45RA
+/-
) 
11
 
12
. 
La RI de los LT es desencadenada por el reconocimiento antigénico, señales de co-
estimulación y señales mediadas por citocinas. Los LT cooperadores CD3
+
CD4
+
 reconocen Ags 
presentados en el contexto de MHC-II por las células presentadoras de Ag que incluyen a las 
CD, macrófagos y LB. Tras su activación y expansión clonal, dependiendo de los estímulos 
presentes, se diferencian en tres subpoblaciones que se inactivan mutuamente: (a) LT-Th1 que a 
través de la síntesis de IFN-γ facilitan la función de los LB, macrófagos y LT-CD8+ en la res-
puesta frente a distintos patógenos; (b) LT-Th2 que sintetizan interleucina (IL)4 e IL-13 favore-
ciendo las reacciones inmunitarias mediadas por IgE y por células como eosinófilos, basófilos y 
mastocitos y (c) LT-Th17 
13
 que a través de la IL-17 y la IL-22 favorecen el reclutamiento y la 
activación de células del SI como los neutrófilos estimulando la secreción de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-α, IL-6 y IL-8). 
 
Figura 2: Ontogenia de un linfocito T. 
Subpoblaciones de linfocitos T clasificados según sus características inmunofenotípicas en mé-
dula ósea, timo, sangre periférica, tejido linfoide secundario y foco antigénico. MHC: Complejo 
mayor de histocompatibilidad; CPA: Célula presentadora de antígeno; LT-DN: linfocito T doble 
negativo; LT-DP: linfocito T doble positivo. 
 
Los LT citotóxicos CD3
+
CD8
+
 tienen una actividad citotóxica frente a células nucleadas 
que expresan Ag en el contexto del MHC-I
10
. Su citotoxicidad está mediada principalmente por 
la exocitosis de gránulos que liberan perforina y granzima y/o por la unión de su receptor FasL 
al ligando Fas que activa caspasas provocando, en ambos casos, la apoptosis de la célula diana. 
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Cabe destacar a los LT-exhaustos, unos LT caracterizados por una sobreexpresión de molé-
culas inhibidoras como PD1 y CTLA4 
14
 que, como consecuencia de una exposición prolongada 
al Ag, pierden su capacidad efectora y disminuyen su secreción de citocinas como IL-2 o TGF-
β. En los procesos neoplásicos en general, se asocian a una persistencia y progresión de la en-
fermedad 
15
 y, en concreto en MM, se han descrito como marcadores de progresión 
16
. 
Mención aparte merecen los LT CD4
+
 reguladores (LTreg), los cuales garantizan la toleran-
cia periférica y previenen de una RI excesiva. Expresan concentraciones elevadas del receptor 
de IL-2 (CD25
++
) y bajas del receptor de IL-7 (CD127
-
) y se distinguen principalmente dos tipos 
distintos: los LTreg tímicos o naturales que provienen del timo y los LTreg periféricos induci-
bles generados en los OLS. Su función es inhibir la activación y funciones efectoras de los LT 
convencionales a través de la secreción de IL-10 y TGF-β y/o mediante el contacto directo con 
LT.  
2.3.2 Linfocitos B  
Según el estado de los genes de las Igs, y la expresión de sus proteínas de superficie e intra-
celulares, se identifican cinco estadios madurativos en la MO: pro-B, pre-BI, pre-BII, LB inma-
duros y LB maduros naïve 
10
 17. Estos LB naïve (CD20
+
CD19
+
CD27
-
) salen de la MO y circulan 
por SP por los OLS hasta entrar en contacto con su Ag. Representan aproximadamente el 60-
70% de los LB circulantes y expresan en su membrana IgM
+
 e IgD
+
, ambas con la misma espe-
cificidad antigénica y sin mutaciones somáticas en su región V de su Ig de membrana. 
Dependiendo del tipo de Ag, la RI humoral que se desencadena es distinta. En la respuesta 
timo dependiente (T-dependiente), los LB foliculares reconocen Ag proteicos en los OLS y 
migran a la región T del GL donde a través del MHC-II presentan el Ag a los LT CD4
+
 coope-
radores previamente activados por dicho Ag. Gracias a señales co-estimuladoras y a la secreción 
de citocinas (IL-2 IL-4 e IL-6), se estimula su proliferación y diferenciación. Tras el contacto, el 
LB migra al centro germinal (CG) del folículo, donde prolifera y sufre un proceso de cambio de 
isotipo de la cadena H de sus Igs que permite la síntesis de Acs con isotipos distintos 
18
 y un 
proceso de maduración de afinidad mediante hipermutación somática de las regiones V de las 
cadenas H y L, que aumenta la afinidad del Ac por el Ag 
19
 (figura 3). 
 
Tras un proceso de selección positiva mediado por la presentación antigénica de las CD fo-
liculares, los LB capaces de reconocer con alta afinidad el Ag abandonan el CG y se diferencian 
a células secretoras de Acs o CP, que migran a la MO donde mantienen una larga supervivencia 
y su capacidad de producción de Acs gracias a la interacción con el estroma medular 
20
 
21
, o a 
LB de memoria que recirculan por la SP y son capaces de responder rápidamente mediante la 
secreción de Acs ante una segunda exposición al Ag. Estos LB de memoria, también llamados 
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con cambio de clase o “Class-Switch” (CD27+IgM-IgD-) suponen el 20-30% de los LB circulan-
tes 
17
.  
 
Figura 3: Ontogenia de un linfocito B. 
Subpoblaciones de linfocitos B (LB) en médula ósea, sangre periférica, tejido linfoide secundario 
y foco antigénico, clasificados según sus características inmunofenotípicas. CP: célula plasmática; 
Ig: inmunoglobulina.
 
 
En las respuestas T-independientes frente a Ag no proteicos, los LB marginales 
(CD27
+
IgM
+
IgD
+
) localizados principalmente en los senos marginales del bazo responden rápi-
damente a Ag extraños mediante la secreción de sus IgM de membrana de baja afinidad (Ac-
naturales) 
22
. Esta respuesta se produce en ausencia de LT cooperadores, los LB no sufren el 
cambio de isotipo ni la hipermutación somática. 
Además de los estadios mencionados, en SP se detecta un grupo de células B inmaduras con 
un fenotipo similar a los LB naïve pero CD38
++
CD10
+
, que constituyen un 2-4% de los LB cir-
culantes. Se trata de los LB transicionales, unas células que probablemente abandonan la MO 
antes de completarse el proceso de selección negativa como consecuencia de la incapacidad de 
la MO de retener a todas las células en sus últimos estadios madurativos 
23
. Asimismo existe 
una pequeña población de CP en la SP, que corresponde a plasmablastos (CD27
++
CD38
++
) re-
cién generados que salen desde los OLS hacia la MO, mucosas o tejidos inflamados 
24
. 
2.3.3 Células Natural Killer 
Son linfocitos capaces de eliminar de forma rápida células infectadas o tumorales. Repre-
sentan aproximadamente el 10% de la población linfoide circulante y contribuyen a modular 
tanto la RI innata como la adaptativa. A diferencia de los LT, carecen de expresión de CD3 o 
TCR y ejercen su actividad citotóxica independientemente de la presentación antigénica por el 
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MHC. Son células CD3
-
CD56
+
CD16
+
 cuya actividad está regulada por el equilibrio entre las 
señales derivadas de receptores activadores (NKG2D y receptores citotóxicos naturales como 
Nkp30, Nkp44 o Nkp46) e inhibidores (NKG2C, NKG2A, KIRs del inglés “Killer-cell-
receptors”). También ciertas IL (IL-12, IL-15 o IL-18) activan su capacidad citotóxica 25 
Sus mecanismos de activación incluyen: (a) la ADCC a través de la unión del fragmento Fc 
de los Acs a su receptor CD16
10
; b) la unión de sus receptores citotóxicos naturales (NKp46, 
NKp30), DNAM-1 y NKG2D a sus ligandos o (c) la identificación de la pérdida de expresión 
de MHC-I de las células alteradas a través de sus receptores KIR (teoría del “Missing self”) 26. 
3. Patogenia del mieloma múltiple 
El origen de la célula tumoral del MM es una CP que reside en la MO que, tras un evento 
oncogénico inicial, se transforma y sufre una evolución clonal dirigida de un modo aleatorio y 
no lineal por eventos oncogénicos secundarios 
27
. El microambiente medular y el SI son también 
fundamentales en la progresión de esta patología, al favorecer el crecimiento tumoral y permitir 
que la enfermedad escape de su control 
28
 
29
. 
 Célula plasmática 3.1
Las CP son células B completamente diferenciadas sin capacidad proliferativa, capaces de 
secretar Igs específicas de Ag. A pesar de que existen CP de supervivencia corta generadas a 
partir de células B pre-CG, las CP del MM son células B post-CG clonales de supervivencia 
larga que migran y residen en la MO. Las interacciones de la CP con las células estromales de la 
MO son fundamentales para esta migración, adhesión y larga supervivencia, ya que aquellas CP 
que no migran a la MO mueren pronto por apoptosis
29
 
30
. 
En condiciones normales, representan un 2-4% de las células nucleadas de la MO y los 
marcadores utilizados en su identificación son CD38
++
 y CD138
+
. El fenotipo de las CP norma-
les es heterogéneo pero la mayoría son CD19
+
CD20
-
CD27
+++
CD45
+heterogéneo
CD56
-
CD81
+
. Por el 
contrario, las células plasmáticas mielomatosas (CPM) suele ser CD19
-
CD27
débil/-
CD45
débil/-
CD56
+
CD81
débil/-
 y a menudo expresan moléculas aberrantes como CD28, CD33 y CD117. 
 Eventos oncogénicos 3.2
El evento oncogénico inicial en el LB maduro podría consistir en translocaciones del gen 
IgH, que directa o indirectamente, desregularían los genes de las ciclinas D 
27
. Se proponen dos 
vías diferentes: (a) una para MM no hiperdiploides (43% de los casos) en los que el evento ini-
cial sería la translocación entre el gen de la IgH en el cromosoma 14 y un oncogen como MAF y 
MAFB (t(14;16)), MMSET y FGFR3 (t(4;14)), ciclinas D1 (t(11;14)) o D3 (t(6;14)), y (b) otra 
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para los MM hiperdiploides (50-60% de los casos) asociados mayoritariamente a trisomías de 
los cromosomas impares cuyo mecanismo es aún desconocido 
29
. Estas alteraciones genéticas se 
han detectado también en pacientes con GMSI y/o SMM, lo que sugiere que se tratan de eventos 
iniciales necesarios pero no suficientes para el desarrollo del MM 
29
. Posteriormente, en la CPM 
ocurren de manera aleatoria eventos oncogénicos secundarios 
31
 que favorecen la evolución de 
la enfermedad: activación de distintas rutas oncogénicas (ruta NF-κB), ganancia o pérdida de 
material genético, la aparición de cariotipos complejos con anomalías en c-MYC o mutaciones 
en genes supresores de tumores (TP53, RB1), oncogenes (NRAS, KRAS o BRAF) o en genes 
inhibidores de ciclina (CDKN2A, CDKN2C) 
29
 
27
. 
 Microambiente medular 3.3
El microambiente medular es crucial en la progresión de la enfermedad y en la resistencia a 
fármacos 
29
 
32
. Está formado por (a) un compartimento de células hematopoyéticas que incluye a 
las células del SI y células no hematopoyéticas (células estromales y células madre mesenqui-
males), (b) una matriz extracelular de proteínas que regula la distribución de los nichos celulares 
y (c) factores solubles como citocinas y factores de crecimiento que favorecen la migración, 
proliferación y adhesión de las CPM a la MO 
29,
 
33, 32
. 
De entre la  gran red de interacciones complejas entre las CPM y el microambiente medular, 
cabe destacar a la IL-6, al factor activador de células B (BAFF) y al ligando inductor de prolife-
ración (APRIL), producidos principalmente por las células estromales, neutrófilos y osteoclas-
tos respectivamente, como los factores de crecimiento más importantes en la proliferación e 
inmortalidad de las CPM 
34
. A su vez, estas CPM alteran el microambiente medular favorecien-
do su crecimiento y diferenciación al a) inhibir la diferenciación de osteoblastos y favorecer la 
de los osteoclastos a través del sistema RANK/RANKL, b) promover la angiogénesis y c) favo-
recer la disfunción inmunitaria. 
 Inmunidad anti-tumoral 3.4
El MM posee una habilidad única de evadir la inmunovigilancia gracias a la disfunción in-
munitaria asociada a la enfermedad y a un marcado ambiente inmunosupresor que permite que 
la enfermedad escape del control del SI. Esta inmunosupresión en el nicho del mieloma se debe 
a una producción continua de citocinas pro-inflamatorias, a un aumento de las células mieloides 
supresoras y de macrófagos asociados a tumor, y a un reclutamiento de células inmunosupreso-
ras (Treg), que junto a la expresión de moléculas inhibidoras en las CPM, favorecen la anergia y 
el agotamiento de los LT, incapaces de eliminar las células tumorales 
29
 
33
 
35
 
36
.  
Todo ello, probablemente, justifique la disfunción inmunitaria descrita en pacientes con 
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MM: inversión del cociente CD4
+
/CD8
+
, alteración del balance Th1/Th2, defectos en la produc-
ción de citocinas, aumento de los Th17 y una disfunción de las células NK 
37
. También se ha 
descrito una disminución del número de LB CD19
+
 y la presencia de inmunoparesia, una de las 
alteraciones más frecuentes en MM 
37
.  
Esta inmunoparesia, tradicionalmente definida como una disminución de los niveles de Ig 
policlonal por debajo del límite inferior de la normalidad, se ha asociado a un mayor riesgo de 
progresión en pacientes con SMM y a un peor pronóstico en pacientes de nuevo diagnóstico 
38
. 
Asimismo, una recuperación de Ig policlonales (ausencia de inmunoparesia) al año del trasplan-
te autólogo de progenitores hematopoyéticos (TASPE), se ha descrito recientemente como mar-
cador de progresión y supervivencia 
39
.  
Actualmente está disponible un nuevo método nefelométrico/turbidimétrico, denominado 
cadenas pesadas ligeras (HLC, del inglés “heavy-light chains”) que, mediante el uso de Acs 
policlonales específicos frente a epítopos únicos de las regiones de unión entre las cadenas H y 
L, cuantifica los pares específicos de cadenas pesadas ligeras de cada Ig por separado (IgGκ, 
IgGλ, IgMκ, IgMλ, IgAκ e IgAλ) y sus cocientes (figura 4). Este nuevo test permite cuantificar 
la Ig no involucrada en el MM y establecer una nueva definición de inmunoparesia (ej.: dismi-
nución de la IgAλ en un paciente con MM-IgAκ) que se ha asociado a un mayor riesgo de pro-
gresión de GMSI 
40
, a un peor pronóstico en pacientes refractarios y de nuevo diagnóstico
41
, y a 
una menor supervivencia en pacientes con buena respuesta 
42
. 
 
Figura 4: Ensayo de cadenas pesadas ligeras 
Diagrama de una inmunoglobulina (Ig) que muestra los epítopos únicos de las regiones de unión 
entre las cadenas pesadas y ligeras de una Ig frente a los que se dirigen los anticuerpos policlonales 
específicos del ensayo Heavylite. La cadena pesada de la Ig se muestra en azul; la cadena ligera en 
rojo. Adaptado de Hevylite® (The BindingSite, Birmingham, U.K.). 
Asimismo, el cociente HLC (cHLC) se trata de un marcador de monoclonalidad que ha de-
mostrado gran sensibilidad en la cuantificación del CM al diagnóstico y durante la monitoriza-
ción de la respuesta al tratamiento 
43
. A diferencia del cociente de CLL (cCLL κ/λ), el cHLC no 
se ve alterado por la función renal ni por la presencia de bandas oligoclonales 
44
, y facilita la 
monitorización del MM-IgA al eliminar el problema de su co-migración con otras proteínas 
séricas en la región ß del proteinograma 
45,46
.   
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4. Clínica y diagnóstico del mieloma múltiple 
El cuadro clínico característico del MM viene determinado por la presencia de los criterios 
CRAB (C: calcio sérico>11mg/dL; R: insuficiencia renal con creatinina sérica >2mg/dL; A: 
anemia: hemoglobina<10g/dL; B: afectación ósea con lesiones líticas, fracturas patológicas u 
osteopenia severa 
47
. Los síntomas clínicos son variados, siendo el dolor óseo y la fatiga los 
síntomas más comunes al diagnóstico (80% y 50% de los casos respectivamente) 
48.
. También se 
observa pérdida de peso (40%), fracturas óseas (30%), y con menos frecuencia, pueden aparecer 
complicaciones neurológicas (7-10%) y/o síndrome de hiperviscosidad (5-10%) 
48.
. 
Una intervención temprana en pacientes con SMM de alto riesgo mejora la supervivencia 
global (SG) de los pacientes 
49
 por lo que, actualmente, para el diagnóstico de MM se ha añadi-
do a los criterios CRAB 
47
, una serie de biomarcadores asociados a un riesgo de progresión de 
SMM a MM de 80% en 2 años 
50
. 
Según los criterios establecidos por el “International Myeloma Working Group” (IMWG) 50, 
a día de hoy, el diagnóstico se establece por la presencia de >10% de CP en MO y/o de plasmo-
citoma óseo o extramedular comprobado por biopsia, junto con la presencia de síntomas CRAB 
o de al menos uno de los siguientes biomarcadores de malignidad,(a) criterios CRAB, (b) >60% 
de CP en MO, (c) cCLL κ/λ ≥100 y (d) >1 lesión focal detectada mediante Resonancia Magné-
tica Nuclear (RMN) (tabla 1) 
50
. No es necesaria la presencia de un nivel mínimo de CM en 
suero y/u orina, aunque su detección es importante para distinguir entre MM secretor y no secre-
tor, los cuales representan un 3% de los MM 
51
. 
Nuevos Criterios Diagnósticos de MM del International Myeloma Working Group 
50
 
Presencia de células plasmáticas en MO >10% o plasmocitoma óseo o extramedular comprobado por 
biopsia*, y uno o más de los siguientes eventos: 
➢ Eventos que definen MM (criterios CRAB): 
 Hipercalcemia >0,25mM (>1mg/dL) por encima límite de referencia o >2,75 mM (>11mg/dL) 
 Insuficiencia Renal: creatinina en suero >177 mM (>2 mg/dL) o aclaramiento <40 mL/min   
 Anemia: Hemoglobina 2 gr/dL por debajo del valor de referencia o un valor <10 gr/dL 
 Lesiones óseas: 1 o más lesiones osteolíticas por radiografía, TAC o PET-TAC 
➢ Biomarcadores de Malignidad: 
 Células plasmáticas en MO ≥ 60% 
 Ratio CLL** Involucrada/CLL No Involucrada en suero ≥100 siendo la involucrada ≥100 mg/L. 
 > 1 lesión focal en el estudio de RMN *** 
c*   Clonalidad comprobada por restricción κ/λ mediante inmunocitometría, inmunocitoquímica o inmunofluorescencia. 
**  CLL: cadenas ligeras libres en suero con valores basados en el ensayo FreeLyte (TheBindingSite, Birmingham, UK). 
***La lesión de RMN ha de ser mínimo de 5mm. 
Tabla 1: Nuevos criterios diagnósticos en mieloma múltiple. Adaptado de
 50
. MO: médula ósea; 
CLL: cadenas ligeras libres; RMN: resonancia magnética nuclear. 
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5. Factores de riesgo y estadiaje del mieloma múltiple 
Existe un gran número de marcadores pronósticos en MM 
52
. Destacan:  
5.1 Factores relacionados con las características de los pacientes 
La SG en MM disminuye con la edad: pacientes >65 años tienen una SG de 4-6 años, sien-
do de hasta 10 en pacientes más jóvenes 
53
. La fragilidad, la disfunción renal 
54
 y un modo rápi-
do de presentación también se asocian a un peor pronóstico en MM 
55
. 
5.2 Factores relacionados con la biología de la enfermedad 
- Cuantía e isotipo del CM: El MM-IgA está asociado a un peor pronóstico que el MM-IgG, 
probablemente debido a su asociación con la translocación t(4;14)
56
.  
- Proliferación tumoral: un índice alto de proliferación detectado por citometría de flujo (CMF) 
multiparamétrica y niveles elevados de lactato deshidrogenasa se asocian a una menor SG 
57
 
58
. 
- Fenotipo de las CP y su presencia en SP: La cuantificación de CP y el ratio entre las CPM y 
las CP normales residuales así como determinados perfiles antigénicos se asocian a un peor 
pronóstico 
59
. 
- Enfermedad extramedular: es más prevalente en pacientes con genética de alto riesgo y en la 
era de los nuevos fármacos también se ha asociado con una menor SG 
52
.  
5.3 Factores relacionados con las alteraciones genéticas 
Las alteraciones citogenéticas constituyen el principal factor pronóstico en MM. Su estudio 
es esencial ya que permiten estratificar a los pacientes según su riesgo y, en ocasiones, dirigen 
las decisiones terapéuticas 
52
 
60
 
61
 (tabla 2). Con respecto a las alteraciones moleculares, hasta la 
fecha sólo las mutaciones en el gen TP53 se han asociado a un peor pronóstico 
62
. 
Riesgo estándar Riesgo intermedio Riesgo alto 
Hiperdiploidía (50%) 
t(11;14) (15%) 
t(6;14) (5%) 
Dup(1q) (35-40%) 
t(4;14) (15%) 
del(17p) (10%) 
del (1p) (10%) 
t(14;16) (2-3%) 
t(14;20) (1%) 
Tabla 2: Translocaciones más frecuentes en mieloma múltiple clasificadas según el riesgo. 
Entre paréntesis se indica la frecuencia al diagnóstico de cada una de ellas (%). 
 
5.4 Factores relacionados con la masa tumoral: Sistema de estadiaje  
El esquema de estratificación del riesgo de Durie y Salmon (DS) basado en la relación entre 
la masa tumoral y el CM a través de modelos matemáticos 
63
, ha sido completado por el Sistema 
de Estadiaje Internacional (ISS) que estratifica el riesgo según los niveles séricos de ß2-
microglobulina (ß2-M) y de albúmina 
64
.  
En el año 2015 se propuso un modelo de estratificación de riesgo revisado más eficiente (R-
ISS) que combina el sistema ISS con las alteraciones cromosómicas del(17p),t(4;14) y t(14;16) 
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y con los niveles de LDH permitiendo definir subgrupos de pacientes según su riesgo 
65
 
66
 (tabla 
3). 
Sistema de Estadiaje R-ISS del mieloma múltiple 
Supervivencia 
a los 5 años 
Mediana 
supervivencia 
(meses) 
R-ISS I 
Estadio ISS-I (ß2-M< 3,5 mg/L; albúmina >3,5 mg/dL), 
LDH normal y ausencia de citogenética de alto riesgo 
82% NR 
R-ISS 
II 
Estadio ISS-II (ß2-M <3,5 mg/L; albúmina <5 mg/dL 
o ß2-M 3,5-5,5 mg/L solo ) y sin criterios para R-ISS-I 
o R-ISS-III 
62% 83 
R-ISS 
III 
Estadio ISS-III (ß2-M >5,5 mg/L) con citogenética de 
alto riesgo o LDH alterado 
40% 43 
Tabla 3: Sistema de Estadiaje Internacional Revisado en mieloma múltiple. 
Adaptado de 
64 65
. ß2-M: ß2-microglobulina; LDH: lactato deshidrogenasa; ISS: Sistema Estadiaje 
Internacional; NR: no alcanzable. 
5.5 Factores relacionados con la respuesta al tratamiento 
La refractariedad al tratamiento se correlaciona con un peor pronóstico en MM. Diferentes 
grupos, entre ellos el grupo español, han mostrado que el nivel de profundidad de respuesta al 
tratamiento (enfermedad mínima residual (EMR) negativa) se correlaciona con el pronóstico, 
tratándose de un marcador subrogado de supervivencia 
67–69
. 
6. Tratamiento del mieloma múltiple 
Desde los años sesenta, el tratamiento de MM se basó en la combinación de agentes alqui-
lantes y corticoides (MP; melfalán-prednisona), con los que se conseguía una mediana de su-
pervivencia de 2-3 años. Posteriormente, se introdujeron nuevas pautas de poliquimioterapia 
que, si bien mejoraron la tasa de respuestas, no consiguieron aumentar la SG 
70
.  
La introducción del TASPE en el año 1987, permitió no sólo aumentar la tasa de remisión 
completa (RC) sino también prolongar la supervivencia libre de progresión (SLP) y la SG en 
distintas series 
71
, aunque no en todas 
72
. A diferencia del trasplante alogénico (aloTPH), el 
TASPE se asocia a una baja mortalidad (<2-3%) 
73
, a una tasa de RC del 40-60% 
67
 y a una ma-
yor SLP frente a la quimioterapia convencional 
74
. A día de hoy, es el tratamiento de elección en 
pacientes candidatos.  
Desde hace unos años, la disponibilidad de fármacos inhibidores del proteasoma (IP) como 
el bortezomib, de inmunomoduladores (IMIDs) como la talidomida y la lenalidomida, y la posi-
bilidad de combinar todos ellos, ha supuesto una mejora importante en términos de respuesta, 
SLP y SG en MM
2
 
75
 Cabe destacar a la lenalidomida, un IMID que además de su acción anti-
tumoral directa, posee mecanismos de acción pleiotrópicos; se trata de un fármaco anti-
proliferativo, anti-angiogénico y anti-inflamatorio 
76
 que favorece la actividad citotóxica de los 
LT 
77
 y de las células NK 
78
. Por su parte, el IP bortezomib, además de sensibilizar las células 
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tumorales a la apoptosis, tiene también un efecto modulador del SI del paciente 
79
.  
En los últimos años, son varios los fármacos que se han aprobado y/o comercializados en 
MM 
80
: (a) El IP Carfilzomib, comercializado en algunos países para su uso en combinación con 
lenalidomida-dexametasona (RD) en pacientes en recaída o refractarios; (b) el IMID de 3ª gene-
ración Pomalidomida, aprobado en pacientes con MM en recaída y en combinación con dexa-
metasona a bajas dosis en pacientes refractarios 
81
 y (c) el fármaco oral Panobinostat, un inhibi-
dor deacetilasa de la vía del agregosoma, aprobado en el año 2015 en combinación con RD para 
el tratamiento de pacientes en recaída. 
Actualmente, para la elección del tratamiento terapéutico se estratifican los pacientes en 
función de la edad y comorbilidades en:  
(a) Pacientes NO candidatos a TASPE: pacientes >65-70 años o de menor edad con comor-
bilidades, en los que el objetivo es alcanzar una máxima respuesta minimizando la toxicidad 
asociada. El esquema más utilizado en nuestro medio es el desarrollado por el grupo español 
GEM/PETHEMA con VMP (bortezomib-melfalán-prednisona), que muestra una tasa de res-
puesta >70% (RC>30%), una mediana de SLP de 56 meses y una SG de casi 5 años
82
. También 
ha sido aprobado el empleo de lenalidomida y dosis ajustadas de dexametasona (Rd). 
(b) Pacientes candidatos a TASPE: pacientes <65-70 años de edad sin comorbilidades, pre-
vio tratamiento de inducción que se describe a continuación. 
 Trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos: Fases 6.1.
Fase de inducción pre-trasplante 
Se trata del tratamiento previo al TASPE cuya finalidad es erradicar la enfermedad de base 
y crear espacio en la MO para los nuevos progenitores hematopoyéticos. Aunque existen dife-
rentes esquemas de inducción pre-trasplante 
83
, se prefieren terapias combinadas triples con un 
IP y un IMID en sinergia 
84
, siendo la terapia triple con VTD (bortezomib-talidomida-
prednisona) y una tasa de respuesta >85% (RC>25%), el esquema recomendado por el grupo 
español 
85
.  
Fase de Movilización y Recogida de Progenitores Hematopoyéticos 
La movilización de los progenitores hematopoyéticos se realiza en general con la toma de 
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) durante 4 días tras varios ciclos de in-
ducción (entre el 3º y 4º ciclo), y se recogen mediante aféresis al menos 2x10
6
/Kg células 
CD34
+
. Una descripción más detallada está disponible en diversos manuales y guías del Grupo 
Español de trasplante de progenitores hematopoyéticos y del Grupo Europeo (www.getg.es, 
wwwe.bmit.org). 
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Fase acondicionamiento y trasplante 
Comprende desde el ingreso del paciente hasta la infusión de los progenitores hematopoyé-
ticos. Su objetivo es acondicionar la MO y eliminar células cancerosas persistentes. El trata-
miento con melfalán intravenoso a altas dosis (200mg/m
2
;Mel200) es el régimen más utilizado, 
siendo la combinación con busulfán (BuMel) una buena alternativa 
86
. Una comparación de 
ambos esquemas es uno de los objetivos del actual Protocolo del Grupo GEM/PETHEMA 2015,  
aún sin conclusiones definitivas. 
Terapia de consolidación  
Se trata de un tratamiento corto con el objetivo de incrementar la respuesta conseguida tras 
el trasplante. Actualmente se plantea en pacientes que no han alcanzado una RC posTASPE y la 
pauta recomendada es el esquema VTD o VRD 
87
. 
Terapia de mantenimiento  
Se trata de un tratamiento prolongado (≥12 meses) cuyo objetivo es mantener la respuesta 
alcanzada y aumentar la SLP con la menor toxicidad posible. El mantenimiento con lenalidomi-
da incrementa la SLP 
88
 y su uso en esta fase ha sido aprobado en Febrero de 2017 por la Agen-
cia Europea del Medicamento (EMA). Asimismo, el bortezomib también mejora la SLP y es 
eficaz en pacientes con riesgo intermedio/alto 
83
.  
 Nuevas estrategias terapéuticas: Inmunoterapia  6.2.
Anticuerpos monoclonales frente a Ag tumorales en mieloma múltiple 
Dos anticuerpos monoclonales (AcMo) han sido recientemente aprobados, en combinación 
con lenalidomida y bortezomib en pacientes refractarios o en recaída: Elotuzumab, un AcMo 
anti-SLAMF7 que inhibe la interacción de las CPM con las células estromales de la MO 
89
 y 
activa la RI de las NK 
90
, y Daratumumab, un AcMo anti-CD38 también aprobado para su uso  
en monoterapia 
91,92
, que mejora la actividad ADCC y favorece la apoptosis y fagocitosis de-
pendiente de Ac 
93
. 
Anticuerpos dirigidos contra los “checkpoint” del sistema inmunitario 
Un checkpoint es una molécula activadora o inhibidora capaz de modular la respuesta in-
munitaria. En cáncer, en general, las moléculas CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated 
protein 4) y PD-1 (Programmed cell death 1) son las que mayor relevancia clínica han demos-
trado. Se trata de dos moléculas inhibidoras cuyo bloqueo potencia la vigilancia inmunológica y 
evita la evasión inmune de la célula tumoral. En MM, se están llevando a cabo de ensayos clíni-
cos que evalúan el tratamiento con el AcMo anti-PD-L1 (Pembrolizumab), recientemente apro-
bado en melanoma y cáncer de pulmón 
94
.  
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Receptores antigénicos quiméricos en células T específicos. 
Las células con receptores antigénicos quiméricos (“CAR-T-cells”) son células T que ex-
presan, además del TCR, una Ig de membrana capaz de reconocer la diana tumoral. En MM, las 
CAR-T-cells frente a un Ag de la célula B madura se encuentran en fase I de investigación 
95
.  
Otros fármacos como marizomib, opromozib, dinaciclib etc.
96
, y distintas estrategias como 
las terapias basadas en CD, vacunas y/o la infusión de LT 
97
, se encuentran en investigación. 
7. Enfermedad mínima residual 
Una (EMR) negativa es el factor pronóstico más importante en MM tanto en pacientes tras-
plantados 
68
 
69
 como en pacientes no trasplantados, independientemente de la edad y del riesgo 
98
 
99
. Se asocia a una RC de larga evolución 
100
 
101
 y a una mayor SG 
102,103
, y su adecuada moni-
torización permite la identificación de pacientes que incluso en RC tienen peor pronóstico y se 
beneficiarían de un tratamiento precoz 
104
 
105
. La EMR se trata por tanto de un criterio esencial 
en la evaluación de la respuesta al tratamiento 
99
 
104
. 
Las principales características de las técnicas que actualmente están disponibles para el es-
tudio de la EMR se muestran en la tabla 4
104,106
.  
Parámetro CMF (≥ 8 colores) ASO-PCR 
NGS de genes 
Igs 
PET/CT 
Aplicabilidad (%) 100 60-70 90 100* 
Reproducibilidad Alta Alta No reportada 
Moderada en 
EMR 
Disponibilidad Alta Intermedia Limitada Intermedia 
Sensibilidad 10
-4
-10
-5
 10
-5
-10
-6 
10
-6
 Alta (4mm) 
Muestra MO (<36h) MO MO o SP NA 
Tiempo 2-3 horas ≥ 5 días ≥ 7 días 2 horas 
Necesidad de la mues-
tra al diagnóstico 
Importante 
(no imprescindible) 
Imprescindible Imprescindible 
Importante (no 
imprescindible) 
Muestra fresca Necesaria (<36h) No necesario No necesario NA 
Muestra parcheada Afecta Afecta Afecta No afecta 
Caracterización  
celular 
Sí No No No 
Estandarización 
En proceso (Euro-
Flow) 
Sí, desde hace 15 
años (EuroMRD) 
No reportada No 
Tabla 4: Características de las principales técnicas disponibles para la detección de enferme-
dad mínima residual. Adaptado de 
104
 
106
. CMF: citometría de flujo; ASO-PCR; allele-specific 
oligonucleotide polymerase chain reaction; NGS: Secuenciación masiva, del inglés Next Genera-
tion Sequencing; PET/CT (Positron emission tomography); MO: médula ósea; SP: sangre periféri-
ca; NA: No aplicable; *Sobre todo en enfermedad extramedular. 
 
La CMF se trata de una técnica con buena sensibilidad (10
-4
 o 10
-5
), reproducibilidad y uti-
lidad pronóstica 
69,103,107
. Para el estudio de EMR, el informe de 2008 del European Myeloma 
Network 
108
 y otras recientes publicaciones 
109,110
 recomiendan el análisis de al menos 2x10
6 
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células totales y el uso de panel de Acs validados que incluyan el análisis de CD38, CD138 y 
CD45 en combinación con CD19, CD56, CD27, CD81, CD117, cIgκ y cIgλ. A pesar de éstos y 
otros esfuerzos realizados, la CMF se trata de una técnica no estandarizada, siendo ésta su prin-
cipal limitación para su uso actual en la práctica clínica. 
Recientemente se ha descrito la citometría de flujo de nueva generación (NGF) como una 
técnica rápida y muy sensible que supera las limitaciones de la CMF convencional 
111
. Combina 
un panel optimizado de Acs, un procesamiento estandarizado de muestras y nuevas estrategias 
de análisis utilizando nuevos softwares que permiten un “gating” automático y la integración de 
la información de bases de datos de referencia. Se trata de una técnica estandarizada y preparada 
para su implementación en la práctica clínica 
111
. 
A diferencia de la CMF, las técnicas moleculares son fáciles de estandarizar y no requieren 
de una muestra fresca para el análisis, pero tiene dos inconvenientes principales que limitan su 
aplicabilidad clínica: el reordenamiento clonal y la gran heterogeneidad intraclonal del MM 
27
. 
La técnica cuantitativa estandarizada ASO-PCR, a pesar de ser más sensible que la CMF, no es 
válida aproximadamente en un 30-40% de los pacientes debido la necesidad de oligonucleótidos 
específicos para cada clon de CP 
112
. Aunque sin estar exenta, esta limitación se reduce con la 
secuenciación genómica de nueva generación o secuenciación masiva (NGS), la cual ha mostra-
do una aplicabilidad del 91% y una sensibilidad del 10
-6
 
68
. Adicionalmente, una de las ventajas 
de la NGS es su capacidad de estudiar células tumorales circulantes en SP 
113,114
, lo que facilita-
ría la monitorización de los pacientes evitando los problemas asociados al estudio de la MO 
mediante CMF y/o secuenciación, como la infiltración medular parcheada y/o la afectación 
extramedular. Aun así, son necesarios más estudios de validación y una mayor estandarización 
de la técnica. Por último cabe destacar dos técnicas novedosas en la evaluación de la EMR: el 
perfil de expresión génica (GEP del inglés Gene Expression Profiling) y la espectrometría de 
masas para la detección de las cadenas ligeras de Ig en SP 
115
. 
Actualmente, se recomienda estudiar la EMR mediante NGF y/o NGS, siempre indicando el 
nivel de sensibilidad asociado, en combinación con una técnica de imagen sensible capaz de 
detectar la presencia de enfermedad extramedular 
115
 
116
. 
8. Respuesta al tratamiento en mieloma múltiple 
En el año 2006 el IMWG incorpora a los criterios establecidos en 1998 
117
, el término de RC 
estricta (sRC) que añade a la definición previa de RC, la normalización del ratio κ/λ en suero y 
la ausencia de CP clonales en MO. Además, recoge y unifica como una muy buena respuesta 
parcial (MBRP) a las categorías MBRP (>90% de reducción de la paraproteína por electrofore-
sis (EEF)) y a la categoría previa de “casi RC” (EEF negativa pero inmunofijación (IFJ) positi-
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va) (tabla 5) 
118
. 
REMISIÓN COMPLETA 
ESTRICTA  
(sRC) 
Todos los criterios de la remisión completa 
Normalización del ratio κ/λ 
Ausencia de CP clonales en MO por inmunohistoquímica o inmunofluores-
cencia 
REMISIÓN COMPLETA 
(RC) 
IFJ negativa en suero y orina 
<5% CP en MO 
Desaparición de los plasmocitomas 
MUY BUENA 
RESPUESTA 
PARCIAL (MBRP) 
CM detectable en suero u orina por IFJ pero no por EEF o 
↓>90% del CM sérico y <100mg/24h de paraproteína en orina 
RESPUESTA PARCIAL 
(RP) 
↓≥50% del CM en suero 
↓del CM en orina/24h ≥90% o hasta <200mg/24h 
ENFERMEDAD 
ESTABLE 
No se cumplen los criterios de los otros tipos de respuesta 
RECIDIVA CLÍNICA 
↑>25% del CM o incremento absoluto >0,5g/dL 
↑>25% de la paraproteína en orina/24h o >200mg/24h 
CP en MO>10% 
↑del tamaño de las lesiones óseas o plasmocitomas 
Aparición de nuevas lesiones líticas o plasmocitomas 
Hipercalcemia (>11,5mg/dL) no atribuible a otra causa 
Tabla 5: Criterios de respuesta y progresión en pacientes con mieloma múltiple según el 
IMWG. Adaptado de 
118
. EEF: electroforesis, IFJ: inmunofijación, CP: células plasmática, MO: 
medula ósea, CM: componente monoclonal, ↑: incremento, ↑reducción. 
 
A día de hoy, es necesaria la normalización del cCLL mediante el test Freelite® (The Bin-
ding Site, UK) para poder establecer un estado de sRC 118. Sin embargo, y aunque un estudio ha 
asociado esta normalización a un mejor pronóstico independientemente de la tasa de respuesta 
al tratamiento 
119
, otros cuestionan su utilidad al mostrar que no mejora el pronóstico en los 
pacientes en RC 
120
. Además, el cCLL se altera por la presencia de bandas oligoclonales 
44
, las 
cuales se asocian a un mejor pronóstico en un 40% de los pacientes en RC posTASPE 
121
.  
Posteriormente, se estableció que la mayoría de las recaídas se deben a la presencia de una 
EMR y que aquellos pacientes con EMR positiva tienen una menor SLP 
68,103,122,123
. Por tanto, 
dada la importancia del estudio de EMR en MM, se estableció un panel consenso que incorpora 
los siguientes dos nuevos estadios de RC: RC inmunofenotípica (iRC) y RC molecular (mRC) 
(tabla 6) 124.  
REMISIÓN COMPLETA 
INMUNOFENOTÍPICA (iRC) 
Todos los criterios de sRC 
Ausencia de CP aberrantes en 106 células en MO mediante CMF >4 colores 
REMISIÓN COMPLETA 
MOLECULAR (mRC) 
Todos los criterios de sRC 
Ausencia de CP clonales con sensibilidad >10-5 
Tabla 6: Panel consenso de los criterios de respuesta en pacientes con mieloma múltiple. 
Adaptado de.sRC: remisión completa estricta, CP: células plasmáticas, MO: medula ósea 
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9. Reconstitución inmunitaria posTASPE 
La reconstitución inmunitaria tras el TASPE alude al restablecimiento de la homeostasis del 
tejido linfoide, y su importancia quedó demostrada con la observación de que una temprana 
recuperación del número total de linfocitos y de Igs policlonales posTASPE se asocian a una 
mayor SG en MM 
39
 
125
 
126
 
127
. 
A pesar de una pronta recuperación numérica de los niveles de LB y LT, la funcionalidad de 
los linfocitos permanece alterada durante un largo periodo de tiempo tras el TASPE, a excep-
ción de las células NK cuyos número y función se restablecen de forma temprana 
128
 
129
. 
9.1 Reconstitución de linfocitos B 
Tras el TASPE, los LB ‘recapitulan’ su ontogenia 130. El número de LB CD20+CD19+ circu-
lantes está disminuido durante los 3 primeros meses  postrasplante 
129
, momento en el que pre-
dominan LB circulantes poco diferenciados 
129
. Los niveles de IgM, IgG e IgA se normalizan a 
los 6, 12-18 meses y 1-2 años respectivamente 
128
 
129
.  
Debido a defectos intrínsecos de los LB, al escaso número de LT-CD4
+ 
colaboradores pos-
TASPE y a alteraciones del microambiente medular, la respuesta humoral está comprometida 
durante años. Todo ello, junto al menor número de mutaciones somáticas en individuos tras-
plantados 
129
, favorece la aparición de infecciones incluso años después del trasplante 
128
 
131
 
129
. 
9.2 Reconstitución de linfocitos T 
Existen dos vías que permiten la regeneración celular T posTASPE: (1) una vía extra-tímica 
causada por una expansión de los LT maduros infundidos en el producto de aféresis o de LT del 
receptor que se han mantenido tras la quimioterapia y (2) una regeneración tímica de LT que 
tiene lugar de una manera limitada debido a la edad de los pacientes y a la quimioterapia recibi-
da 
128
. 
Los niveles de CD3
+ 
se normalizan a los 3 meses posTASPE, pero mientras los niveles de 
LT-CD4
+
 permanecen bajos durante al menos un año, los niveles de LT-CD8
+
 se recuperan 
durante los primeros meses como consecuencia de la expansión periférica de LT-CD8
+
 Esta 
expansión genera la inversión del ratio CD4
+
/CD8
+
 observada posTASPE, que parece mantener-
se incluso tras 10 años del trasplante 
132
. Se tratan de LT-CD8
+
 de memoria y efectores de baja 
diversidad capaces de responder a citocinas (IL-2, IL-15, IL-17) y a Ag con los que previamente 
han entrado en contacto. Posteriormente se restablece la timopoyesis, y con ella, la recuperación 
a largo plazo de los LT CD4
+ 133
 y la regeneración de las células T naïve que aumentan a su vez 
la diversidad de sus TCR. Esta recuperación de la timopoyesis es dependiente de la edad de los 
pacientes 
133
, y puede ocurrir que los pacientes nunca consigan recuperar los niveles de LT naï-
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ve preTASPE 
134
 
132
.  
Por su parte, durante el primer mes posTASPE los LTregs disminuyen y los LT-CD8
+ 
au-
mentan lo que explica la temprana disminución del ratio LTreg/CD8
+
 observada que se normali-
za a los 3 meses aproximadamente 
16
.  
9.3 Reconstitución de células NK 
Con respecto a las células NK y a diferencia de las subpoblaciones linfocitarias T, su madu-
ración puede ocurrir en ausencia del timo. La recuperación de sus niveles y de su actividad es 
muy temprana ya que ocurre a los 15-30 días posTASPE aproximadamente 
128
. Este hecho las 
convierte en una de las dianas más prometedoras de la inmunoterapia actual 
135
. 
10. Nuevos biomarcadores en mieloma múltiple 
Un biomarcador se define como cualquier característica o parámetro que de manera objetiva 
y reproducible, sirve como un indicador de enfermedad biológica o de respuesta al tratamiento. 
En MM tienen especial relevancia porque las respuestas al tratamiento son muy heterogéneas y 
más del 50% de las recaídas son biológicas y ocurren sin datos clínicos de la enfermedad 
136
 
137
. 
Como ya se ha mencionado en el apartado de EMR, debido a su asociación con una mayor SLP 
y SG, es fundamental disponer de biomarcadores que, de forma precoz, nos ayuden a detectar 
recaída y predecir la calidad y profundidad de la respuesta. 
10.1 Biomarcadores del sistema inmunitario 
Una recuperación del valor absoluto de linfocitos (ALC, del inglés “absolute lymphocyte 
count”) se ha asociado a una mayor SG no sólo en pacientes con MM trasplantados 126 sino 
también en pacientes de nuevo diagnóstico 
138
, lo que evidencia de nuevo la importancia de la 
reconstitución inmunitaria en la duración y calidad de la respuesta. Recientemente, se ha pro-
puesto el ratio ALC/valor absoluto de monocitos (AMC, del inglés “absolute monocyte count”) 
como un marcador más robusto que el ALC, al asociarse un ratio elevado a una mayor SG al 
diagnóstico. Asimismo, una disminución del ratio ALC/AMC se ha correlacionado con una 
citogenética de alto riesgo (del17p y t(4;14)), pudiendo resultar también útil en la estratificación 
de pacientes con MM 
139
. 
En general, los pacientes con neoplasias presentan un aumento de LTregs y de células 
proinflamatorias (Th17) 
140
. En MM un mayor número de LTregs y un aumento del ratio 
Treg/Th17 en la SP y MO se han postulado como marcadores de progresión 
141
, y se ha propues-
to la disminución del ratio Treg/Th17 como un biomarcador favorable del control inmunitario 
en pacientes con MM en RC de larga evolución (>10 años) 
142
. También el ratio CD4
+
/CD8
+
 en 
la SP de los pacientes podría tratarse de un biomarcador en MM por estar disminuido en las 
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fases tempranas y avanzadas de la enfermedad y a medida que progresa la misma 
143,144
. Tam-
bién se ha propuesto a los LT exhaustos como un marcador precoz de recaída al observarse un 
aumento de los mismos a los 3 meses del TASPE en pacientes en recaída, antes de la aparición 
de los síntomas clínicos
16
. 
Por su parte, el ensayo HLC parece tener un enorme potencial no sólo en la cuantificación 
del CM y en la monitorización de los pacientes en RC, sino también en la evaluación de la com-
petencia inmunitaria, tal y como propone Tovar N. et al en un estudio realizado en 37 pacientes 
con MM trasplantados 
145
. Asimismo, un aumento de la cadena involucrada junto a una supre-
sión de la cadena no involucrada, reflejado en el aumento del ratio cadena involucrada/cadena 
no involucrada (rI/U, del inglés “ratio involved/uninvolved”) (ejemplo: IgGλ/IgGκ en un MM-
IgGλ), se ha asociado a un peor pronóstico en pacientes con GMSI 40 y se ha propuesto como un 
biomarcador de evolución a MM en un estudio realizado en
 
89
 
pacientes con GMSI 
146
. 
También el cCLL se ha descrito como un marcador importante en la detección precoz de re-
caídas 
147
. Recientemente, y aunque en un reducido número de pacientes con MM en RC, la 
alteración de los niveles de CLL y del cCLL preTASPE y posTASPE se ha asociado a una pro-
gresión más temprana y a un pronóstico más desfavorable en MM, respectivamente 
148
. Asi-
mismo, se ha sugerido su utilidad en la estratificación del riesgo en pacientes con EMR negativa 
por CMF, probablemente gracias a su capacidad de evaluar una recuperación inmunitaria inefi-
ciente 
149
. Por tanto, son necesarios más estudios de validación para la identificación de pacien-
tes trasplantados en RC que recaerán y que se beneficiarían de una terapia precoz 
148
. 
10.2 Biomarcadores moleculares 
Determinados perfiles de expresión génica parecen ser también de utilidad en la identifica-
ción de pacientes con MM trasplantados con alto riesgo de recaídas y/o de pacientes con baja 
SG 
150
. Los micro-RNAs en SP están cobrando cada vez más importancia en MM y seguramente 
serán buenos marcadores diagnósticos y pronósticos en un futuro no muy lejano 
151
 
152
.  
10.3 Biomarcadores de imagen 
Por último, las nuevas técnicas de RMN y de PET-TAC permiten evaluar con mayor preci-
sión el estado de RCs. La presencia de hallazgos negativos en estos estudios se correlaciona con 
una mayor SG y SLP, estando aceptado su uso como biomarcador de imagen de seguimiento 
por parte del IMWG, sobre todo en los pacientes con MM no secretores 
153
. 
Sin duda, en un futuro próximo y gracias a los avances tecnológicos y a la identificación de 
nuevos biomarcadores en MM, los esquemas de tratamiento y la monitorización de la respuesta 
terapéutica serán personalizados, lo que nos permitirán prolongar la SG de los pacientes con 
MM y contribuir a la curación de la enfermedad. 
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Las respuestas terapéuticas en MM son muy heterogéneas, desde pacientes que recaen al 
año del trasplante hasta pacientes que permanecen en RC durante más de 10 años. Por tanto, es 
fundamental disponer de biomarcadores que nos permitan individualizar la terapia, monitorizar 
eficazmente la respuesta y mejorar la supervivencia.  
1. Hipótesis de trabajo  
1.1. Los pacientes con MM en RC de larga duración (MM-LTCR) sometidos a TASPE han 
alcanzado una reconstitución inmunitaria especial que condiciona la calidad y duración de la 
respuesta al tratamiento.  
1.2. La inmunoparesia condiciona la calidad de la respuesta y podría tratarse de un marcador 
precoz de recaída en pacientes con MM en RC posTASPE  
2. Objetivos 
2.1 Evaluar si los pacientes con MM-LTCR presentan un perfil inmunitario característico y 
estable en el tiempo que, junto a una EMR negativa, pudiera asociarse a la calidad de su 
respuesta terapéutica al TASPE. Para ello se analizarán:  
i. Distribución de las distintas subpoblaciones linfocitarias T, B y NK en SP en pa-
cientes con MM-LTCR y en los mismos pacientes al cabo de un año. 
ii. Grado de inmunoparesia y de competencia inmunitaria mediante la cuantificación 
de las cadenas pesadas ligeras (HLC). 
2.2 Determinar en qué momento aparece este perfil inmunitario inmunitario de pacientes MM-
LTCR posTASPE. 
2.3 Determinar si el perfil inmunitario de pacientes MM-LTCR trasplantados es específico de 
MM o si aparece también en pacientes trasplantados por otras patologías hematológicas 
que se encuentran en RC de larga duración. 
2.4 Analizar la utilidad del ensayo HLC en la predicción de recaídas y duración de la respues-
ta, en pacientes con MM en RC posTASPE. 
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1. Pacientes 
1.1 Evaluación del perfil inmunitario en pacientes con mieloma múltiple y linfoma en 
remisión completa de larga evolución posTASPE  
Con el objetivo de evaluar si existe alguna relación entre el perfil inmunitario y el estado de 
LTCR, se incluyeron 20 pacientes con MM en RC durante al menos seis años posTASPE (gru-
po MM-LTCR), reclutados aleatoriamente en distintos tiempos postrasplante y sin evidencia de 
enfermedad autoinmune. Según los criterios establecidos por el grupo IMWG 
118
, se incluyeron 
18 pacientes con MM en sRC, 1 paciente en MBRP y 1 paciente en RP mantenida de larga evo-
lución. Todos los pacientes fueron diagnosticados, trasplantados y tratados en el Hospital Uni-
versitario de La Princesa durante los años 1995 y 2012. Como controles, se incluyeron 15 do-
nantes sanos, tanto hombres como mujeres y de edades parecidas a los pacientes MM-LTCR 
reclutados (50-70 años).  
Con el fin de determinar si el patrón inmunitario se mantenía estable en el tiempo se repitió 
el estudio en los mismos pacientes MM-LTCR al cabo de un año. Asimismo, para determinar en 
qué momento aparece este perfil inmunitario, se estudiaron 8 pacientes con MM trasplantados 
en el Hospital Universitario de La Princesa entre los años 2012-2014, que se encontraban en RC 
de más de un año de duración pero menos de 4 años (pacientes con MM en RC corta; grupo 
MM-SCR). 
Posteriormente, con el fin de determinar si el patrón inmunitario en pacientes MM-LTCR 
es específico de MM o si bien aparece en pacientes LTCR posTASPE para otras patologías, se 
incluyeron 10 pacientes trasplantados por linfoma que se encontraban en RC durante al menos 5 
años  posTASPE (grupo LF-LTCR). Los pacientes fueron diagnosticados, tratados y sometidos 
a TASPE en el Hospital Universitario de La Princesa entre los años 2008-2010.  
El estudio fue aprobado por el Comité Ético (CEIC) del Hospital Universitario de La Prin-
cesa. Todos los pacientes fueron debidamente informados y firmaron el consentimiento infor-
mado correspondiente. 
1.2 Evaluación de las cadenas pesadas ligeras como predictor de recaída en pacientes con 
mieloma múltiple posTASPE 
En colaboración con el Hospital Universitario Ramón y Cajal y con el fin de estudiar la uti-
lidad del ensayo HLC como marcador de recaída, se llevó a cabo un estudio retrospectivo en 44 
pacientes con MM sometidos a TASPE en el Hospital Universitario de La Princesa o en el Hos-
pital Universitario Ramón y Cajal. Desde el momento del TASPE y durante 29 ± 3,8 meses se 
realizó un seguimiento periódico de los pacientes hasta su recaída. Se consideran pacientes en 
recaída todos aquellos que, después de haber alcanzado una respuesta parcial o completa, pre-
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sentaron signos clínicos de enfermedad.  
Al final del periodo de seguimiento, en función de los criterios establecidos por el IMWG 
118
, distinguimos 3 grupos de pacientes: (1) grupo de pacientes en RC, (2) grupo de pacientes en 
RP y (3) grupo de pacientes en recaída. En cada grupo, la muestra basal corresponde a la prime-
ra muestra disponible posTASPE, y la muestra final corresponde a la última muestra del segui-
miento en los grupos RC y RP, y a la última muestra pre-recaída disponible en el grupo de pa-
cientes en recaída.  
En cada uno de los grupos se cuantificaron, en el momento basal y en el momento final o 
pre-recaída, las Igs totales (mg/dL) y el rI/U (ej: IgGλ/IgGκ en un MM-IgGλ e IgGκ/IgGλ en un 
MM-IgGκ) en suero, y se calculó la media y desviación estándar (media ± SD) de dichos pará-
metros en cada grupo. Se calcularon también los cocientes cHLC (IgGκ/IgGλ o IgAκ/IgAλ) y 
cCLL (cadena κ libre/λ libre). 
El estudio fue aprobado por el Comité Ético del Hospital Universitario de La Princesa y del 
Hospital Universitario Ramón y Cajal. Todos los pacientes fueron debidamente informados y 
firmaron el consentimiento informado correspondiente, aprobado por el CEIC de cada Centro. 
2. Muestras  
En los pacientes MM-LTCR, LF-LTCR, MM-SCR y controles se obtuvieron dos muestras 
de SP en dos tubos de 5 mL con anticoagulante EDTA (ácido etilen-diamino-tetraacético). Una 
de ella se transportó a temperatura (Tª) ambiente al laboratorio de Análisis Clínicos y la otra, en 
las mismas condiciones, al laboratorio de Inmunología. Si las muestras no se analizaban de in-
mediato, se guardaban a 4ºC durante un máximo de 24 horas.  
En la misma extracción, se obtuvo una muestra de SP en un tubo de 10 mL sin anticoagu-
lante que se centrifugó durante 20 minutos a 2000 g para la obtención del suero. Se alicuotó, 
identificó y se guardó el suero de cada paciente en un congelador de -80ºC. Este mismo proce-
dimiento se llevó a cabo periódicamente desde el tercer mes del TASPE hasta la recaída o fina-
lización del estudio, en los pacientes con MM trasplantados en seguimiento. 
Con el fin de confirmar el estado de sRC 
118
 en los 18 pacientes MM-LTCR y la ausencia de 
plasmocitosis (>5%CP) en MO en los pacientes en MBRP y RP, se llevó a cabo un estudio de 
EMR mediante CMF y citología. Tras la firma del consentimiento informado, se realizó una 
punción lumbar y se transfirió la muestra de MO a dos tubos con EDTA en una proporción 2:10 
(0.2 mL de EDTA por cada mL de MO). Igual que con las muestras de SP, una de las muestras 
se transportó a Tª ambiente al laboratorio de Hematología y la otra muestra se envió, en las 
mismas condiciones, al laboratorio de Inmunología del Hospital de la Princesa. Si no se anali-
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zaban inmediatamente, las muestras se guardaban a 4ºC durante no más de 24 horas. 
3. Materiales  
3.1 Anticuerpos monoclonales para el estudio del inmunofenotipo. 
El panel de AcMo utilizados para estudio del inmunofenotipo (IF) en SP y MO se muestra 
en las tablas 7 y 8, respectivamente. 
Sangre periférica FITC PE PerCP PECy7 APC APC-H7 PB 
Tubo linfocitos T 
(Clon) 
CD45RA 
(HI100) 
CCR7 
(1505003) 
CD3 
(SK7) 
- 
CD27 
(MT271) 
CD8 
(SKI) 
CD4 
(RPA-T4) 
Tubo linfocitos B 
(Clon) 
IgD 
(IA6-2) 
CD27 
(L128) 
CD38 
(HIT2) 
CD19 
(SJ25CI) 
IgM 
(G20-127) 
CD10 
(HI10a) 
CD20 
(2H7) 
Tubo NK-1 
(Clon) 
NKG2C 
(134591) 
NKp46 
(9E2) 
CD3 
(SK7) 
NKG2D 
(1D11) 
NKG2A 
(REA-110) 
CD8 
(SKI) 
CD56 
(B159) 
Tubo NK-2 
(Clon) 
DNAM-1 
(11A8) 
KIR2DL1/S1 
(CH-L) 
KIR2DL1 
(HP-MA4) 
CD3 
(SK7) 
KIR2DL4 
(181703) 
CD8 
(SKI) 
CD56 
(B159) 
Tubo Treg 
(Clon) 
- - - 
CD25 
(BC-96) 
CD127 
(hIL-7R-M21) 
CD3 
(UCHT1) 
CD4 
(RPA-T4) 
Tabla 7: Panel de anticuerpos monoclonales para el estudio de sangre periférica. 
Estudio del inmunofenotipo por citometría de flujo multiparamétrica en sangre periférica. Entre 
paréntesis se indica el clon del anticuerpo utilizado 
 
Médula ósea FITC PE PerCP PECy7 APC APC-AH7 
Tubo 1 
(Clon) 
CD38 
(90) 
CD56 
(MY31) 
CD45 
(2D1) 
CD19 
(SJ25C1) 
CD138 
(Mi15) 
CD81 
(JS-81) 
Tubo 2 
(Clon) 
CD38 
(90) 
CD28/CD117 
(L293/104D2) 
CD45 
(2D1) 
CD19 
(SJ25C1) 
CD138 
(Mi15) 
CD27 
(M-T271) 
Tabla 8: Panel de anticuerpos monoclonales para el estudio de médula ósea. 
Estudio del inmunofenotipo por citometría de flujo multiparamétrica en médula ósea. Entre pa-
réntesis se indica el clon del Ac utilizado. 
 
 
Todos los AcMo fueron suministrados por Becton Dickinson (NJ, USA) salvo los seis Ac-
Mo siguientes: NKG2C, CCR7, KIR2DL1, KIR2DL4, NKG2A y CD20. 
4. Métodos  
4.1 Hemograma 
En las muestras de 5 mL de SP con EDTA enviadas al laboratorio de Hematología y en las 
24 horas siguientes a la extracción, se realizó el hemograma mediante el contador automático 
Sysmex XT 1800i (Roche, Basilea, Suiza). El estudio incluía el análisis de la serie eritroide 
(hemoglobina (gr/dL), número de hematíes (millones/mm
3
) y volumen corpuscular medio (fl)), 
el análisis de la serie leucocitaria (miles/mm3, con su correspondiente fórmula leucocitaria) y el 
análisis de la serie plaquetar (miles/mm
3
). 
4.2 Inmunofenotipo en sangre periférica mediante citometría de flujo multiparamétrica 
En las 24 horas siguientes a la extracción, se analizó el IF de las muestras SP enviadas al 
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laboratorio de Inmunología. Con la combinación de AcMo que se muestra en la tabla 7, se ana-
lizaron las subpoblaciones de LT, LB y células NK mediante CMF de ocho colores en el citó-
metro FACSCanto (Becton Dickinson, USA), previamente calibrado y compensado. La calibra-
ción del equipo se realiza empleando distintos tipos de microesferas y siguiendo las recomenda-
ciones del fabricante. Para la compensación del equipo se utiliza una muestra de SP marcada 
con las combinaciones de AcMo marcados en las fluorescencias indicadas en las tablas 7 y 8, y 
se ajustan las señales de fluorescencia y voltajes de cada detector con el fin de asegurar una 
discriminación adecuada entre las señales positivas y negativas. 
Para cada tubo de SP se adquirieron 100.000 células totales según la ventana (o del inglés 
gate) tamaño/complejidad, salvo para el tubo Treg en el que se adquirieron 1.000.000 de células 
totales. En aquellos casos en los que una o más subpoblaciones linfocitarias eran muy escasas se 
procedió a continuar con la adquisición de la muestra hasta alcanzar un mínimo de 20 células en 
todas las subpoblaciones. 
4.2.1. Preparación de la muestra de sangre periférica 
A partir de 100 μl de SP, se añadió la combinación de AcMo correspondiente a cada tu-
bo, y se incubó durante 15 minutos en agitación. Tras la incubación, se añadieron 1.5 mL de 
solución lisante para romper los eritrocitos de la muestra y se incubó de nuevo en agitación du-
rante 10 minutos a Tª ambiente. Tras el lisado, se realizaron dos lavados con PBS en cada tubo. 
Tras el último lavado, se resuspendió el pellet de células en 200 μl de PBS quedando así la 
muestra preparada para ser analizada en el citómetro. Para el marcaje del tubo de LB, previo a la 
incubación con los AcMo, se realizaron dos lavados con 1 mL de PBS cada vez. Los volúmenes 
de AcMo utilizados se establecieron en base a los resultados de estudios previos de titulación.  
4.2.2. Análisis de las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica 
En el siguiente cuadro se muestran los valores de normalidad de las distintas subpoblaciones 
linfocitarias en SP en sujetos adultos sanos, siendo el rango de normalidad de los valores abso-
lutos de linfocitos totales de 1000-4000 linfocitos/μL de SP. 
 
Subpoblación linfocitaria en 
SP  
Porcentaje 
(%) 
Valores absolutos 
 (células/μL) 
LT-CD4
+
  
LT-CD8
+ 
LB 
Células NK 
35-55  
10-30  
5-15  
5-20  
400-1500 
200-1100 
200-600 
150-900 
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Definimos las distintas subpoblaciones linfocitarias con las siguientes combinaciones de 
AcMo:  
 
Linfocitos T 
LT  LT naïve 
LT memoria  
central 
LT de memoria 
efectores CD45RA
-
 
LT de memoria 
efectores CD45RA
+
 
Linfocitos 
Treg 
CD3
+
CD4
+
 
ó 
CD3
+
CD8
+
 
CD27
+ 
CCR7
+ 
CD45RA
+
 
CD27
+
 
CCR7
+
 
CD45RA
-
 
CD27
- 
CCR7
- 
CD45RA
-
 
CD27
- 
CDR7
- 
CD45RA
+
. 
CD4
+
 
CD25
++
 
CD127
-
 
 
Linfocitos B 
LB LB naïve 
LB memoria  
con cambio de clase 
LB  
marginales 
LB  
transicionales 
Plasmablastos 
CD19+CD20+ 
CD27
- 
IgD
+ 
IgM
+
 
CD27
+
 
IgM
-
 
IgD
-
 
CD27
+
 
IgM
+
 
IgD
+
 
CD27
-
 
CD10
+
 
CD38
++
 
CD27
++
 
CD38
++
 
 
Células NK 
Se definen como CD3
-
CD56
+
 y se analiza la expresión de los siguientes receptores de mem-
brana: NKG2A, NKG2C, NKp46, DNAM, KIR2DL1, KIR2DL1S1, NKG2D. 
El análisis de las todas las distintas subpoblaciones linfocitarias en SP se realizó utilizando 
el programa de software DIVA (Becton Dickinson, USA). Para cada tubo, se generaron unas 
plantillas sobre las que se crearon los gráficos de puntos que nos permitieron seleccionar las 
distintas subpoblaciones linfocitarias mediantes gates. 
En las figuras 5 y 6 se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de análisis de LB 
y LT respectivamente, en un paciente MM elegido aleatoriamente utilizando el software DIVA. 
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Figura 5: Estrategia de análisis para el estudio de las subpoblaciones linfocitarias en sangre 
periférica. Subpoblaciones de linfocitos B. Análisis realizado mediante el programa DIVA. 
 
 
 
Figura 6: Estrategia de análisis para el estudio de las subpoblaciones linfocitarias en sangre 
periférica. Subpoblaciones de linfocitos T. Análisis realizado mediante el programa DIVA. 
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4.3 Inmunofenotipo en médula ósea mediante citometría de flujo multiparamétrica 
El análisis de CMF en MO se llevó también a cabo en el citómetro FACS Canto (Becton 
Dickinson, USA), previamente calibrado y compensado. En cada tubo se adquirieron 5000 CP 
según el gate CD38
+
/CD138
+
 o bien 2.000.000 de eventos según el gate tamaño/complejidad. 
4.3.1 Preparación de la muestra de médula ósea 
En el caso de la MO, el objetivo del IF era la detección de EMR. Para ello, previo al marca-
je, se realizó un proceso de lisis masiva (bulk lysis) siguiendo las recomendaciones del fabrican-
te (Cytognos, Salamanca, Spain). A continuación, se lavó dos veces con 2.5 mL de PBS cada 
vez y se incubaron en agitación durante otros 15 minutos con la combinación de AcMo que se 
muestra en la tabla 8. Cada tubo se lavó dos veces con PBS. Tras el último lavado se resuspen-
dieron las células en 500 μl de PBS quedando la muestra preparada para su análisis en el citó-
metro. Se adquirieron 2x10
6
 de células totales. Los volúmenes de AcMo utilizados se estable-
cieron en base a los estudios previos de titulación de AcMo. Estudio de las subpoblaciones lin-
focitarias en MO. 
El análisis de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en MO se llevó a cabo mediante los 
softwares DIVA (Becton Dickinson, USA) e Infinicyt (Cytognos). En la figura 7 se muestra un 
ejemplo representativo de la estrategia de análisis para el estudio de la EMR mediante CMF en 
la MO de un paciente elegido aleatoriamente, utilizando el software DIVA. 
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Figura 7: Estrategia de análisis para el estudio de la enfermedad mínima residual en médu-
la ósea. 
 
4.4 Citología y alteraciones genéticas en médula ósea 
En la muestra de MO enviada al Servicio de Hematología del Hospital, se realizó una 
extensión y tinción con May Grünwald-Giemsa para su estudio citológico al microscopio ópti-
co. Si el análisis detectaba >5% de CP, la muestra se enviaba al servicio de Citogenética para 
estudio genético mediante FISH (hibridación in situ de fluorescencia) de la deleción del gen P53 
(del17p13), la del13q14, alteraciones en los genes CDKN2C (1p32) y CKS1B (1q21) y la pre-
sencia o ausencia del reordenamiento del gen IgH.  
4.5 Análisis de parámetros séricos 
En el momento del análisis, se descongelaron a Tª ambiente todos los sueros de los pacien-
tes incluidos en el estudio y se determinaron los siguientes parámetros: 
4.5.1 Parámetros bioquímicos 
La determinación en suero de creatinina, proteínas totales y albumina se realizó mediante un 
test colorimétrico en los sistemas Roche /Hitachi cobas c (Roche, Basilea, Suiza). En el mismo 
sistema Roche /Hitachi cobas c pero mediante inmunoturbidimetría y fotometría, se determina-
ron los parámetros β-2-microglobulina y calcio, respectivamente. 
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4.5.2 Inmunoglobulinas totales e isotipo de las inmunoglobulinas  
La determinación de los niveles de los distintos isotipos de Igs en suero se realizó mediante 
nefelometría con el sistema automático IMMAGE 800 de Inmunoquímica (Beckman Coulter, 
Brea, CA, USA). 
4.5.3 Proteinograma y cuantificación del componente monoclonal 
El estudio del proteinograma se realizó por electroforesis capilar mediante el kit comercial 
“Hydragel Protein” con el sistema automatizado HYDRASYS 2 (Sebia, Evry, Francia). Si en 
algunas de las muestras se detectaba la presencia de un CM, se ampliaba un estudio de IFJ me-
diante el kit comercial Hydragel con el mismo sistema automatizado HYDRASYS 2 (Sebia, 
Evry, Francia).  
4.5.4 Cadenas ligeras libres  
Las CLL (o FLC del inglés “Free light chains”) se cuantificaron mediante turbidimetría en 
el analizador SpaPlus con el kit Freelite ® (The BindingSite, Birmingham, UK.) siguiendo las 
indicaciones del fabricante. El cCLL se calculó como cadena ligera libre κ/cadena ligera libre λ 
(κ/λ) y se consideraron como valores normales de referencia aquellos entre 0.25-1.66. 
4.5.5 Cadenas pesadas ligeras  
Las HLC en suero se cuantificaron mediante turbidimetría en el analizador SpaPlus con el 
kit Hevylite®  (The BindingSite, Birmingham, U.K.) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Posteriormente, a partir de los valores absolutos de IgGκ, IgGλ, IgAκ e IgAλ, se calculó:  
- El cHLC como IgGκ/IgGλ o IgAκ/IgAλ. Los valores normales de referencia fueron 
1.26-3.2 para la  IgG y 0.58-2.52 para la IgA 
40
. 
- El rI/U como la cadena monoclonal involucrada en el numerador y la cadena policlonal 
no involucrada en el denominador (ej: IgGλ/IgGκ en un MM-IgGλ) 146. 
4.5.6 Cálculo del incremento relativo de inmunoglobulinas totales y cadenas pesadas ligeras 
En el estudio de evaluación de las HLC como marcador precoz de recaída, y con el fin de 
representar la evolución del incremento relativo de los niveles de Ig totales, del rI/U y del cHLC 
se dividió, en un paciente en concreto, la primera determinación entre sí misma (valor= 1) y el 
resto de determinaciones entre el valor de la primera determinación. De esta manera se calcula 
el incremento relativo con respecto a la muestra basal y se representa el resultado en los diferen-
tes momentos del tiempo usando el programa PRISM 5.0 de GraphPad (La Jolla, CA, USA).  
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5. Análisis estadístico 
En el estudio comparativo de los grupos MM-LTCR, MM-SCR y LF-LTCR, se expresaron 
las variables cuantitativas como medidas de tendencia central (media) y desviación estándar 
(SD).  
La evaluación de las diferencias entre los grupos estudiados se llevó a cabo mediante el test 
de Kruskal-Wallis. También se realizó un estudio mediante el test a posteriori de Bonferroni 
para evaluar si existían diferencias en cada grupo con respecto al grupo control. La comparación 
de un paciente en el grupo MM-LTCR con ese mismo paciente en el grupo MM-LTCR al cabo 
de un año, se realizó mediante el test de Wilconson-matched. Se consideraron diferencias esta-
dísticamente significativas si P⩽0.05 (*P<0.05; **P<0.01). Los resultados estadísticos fueron 
analizados mediante el programa estadístico PRISM 5.0 de GraphPad (La Jolla, CA, USA). 
En el estudio comparativo de las HLC se utilizó el test U de Mann-Whitney para las compa-
raciones entre grupos y el test exacto de Fisher para el análisis de las variables categóricas. Los 
resultados estadísticos fueron analizados mediante el programa estadístico PRISM 5.0 de 
GraphPad (La Jolla, CA, USA). 
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1. Evaluación postrasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos de la reconstitu-
ción inmunitaria en pacientes con mieloma múltiple, en pacientes con linfoma en remisión 
completa de larga evolución y en pacientes con mieloma múltiple en remisión completa 
corta. 
1.1 Características de los pacientes 
1.1.1 Pacientes MM-LTCR 
El estudio del IF en SP se realizó en 20 pacientes con MM trasplantados (13 hombres y 7 
mujeres) que se encontraban en RC de larga duración (MM-LTCR; >6 años) posTASPE. Los 
pacientes fueron reclutados aleatoriamente y en distintos momentos del tiempo tras el trasplante. 
La mediana de edad de los pacientes fue de 61 años (43-76 años) y la media de años en remisión 
posTASPE de 8 (6-19). Los subtipos de MM en este grupo fueron: 11 MM-IgGκ, 2 IgGλ, 3 
IgAλ, 2 Bences Jones (BJ) κ y 2 BJ λ (tabla 9). 
La respuesta previa al TASPE se evaluó siguiendo las indicaciones del grupo IMWG. Co-
mo tratamiento de inducción se utilizaron los esquemas de quimioterapia VAD (vincristina-
doxorubicin-dexametasona) alternado con VBCMP/VBAD (vincristina-carmustine-melfalán-
ciclofosfamida-prednisona/vincristina-carmustina-doxorubicina-dexametasona), salvo VD (bor-
tezomib-dexametasona) en tres pacientes. Como terapia de acondicionamiento se utilizaron altas 
dosis de melfalán en 14 pacientes y busulfáan más melfalán (BuMel) en 6 pacientes. Dos pa-
cientes recibieron mantenimiento durante 2 años con dosis bajas de talidomida, y otros 4 pacien-
tes durante menos de dos años y mensualmente con dosis bajas de dexametasona. El resto de los 
pacientes no recibieron tratamiento de mantenimiento. Las características de los pacientes y 
detalles de la terapia se resumen en la tabla 9. 
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Tabla 9: Características de los pacientes MM-LTCR. 
MM: mieloma múltiple; M: masculino; F: femenino; MBRP: muy buena respuesta parcial; RP: respuesta 
parcial; RC: remisión completa; ND: no disponible; β-2M: beta-2-microglobulina; BJ: Bences Jones; 
DS/ISS: Durie-Salmon/Sistema Estadiaje Internacional; FISH: Hibridación in situ de fluorescencia; Del: 
deleción; Dup: duplicación; Neg: negativo; VAD: vincristina-doxorubicina-dexametasona; VBCMP: vin-
cristina-carmustina-melfalán-ciclofosfamida-prednisona; VBAD: vincristina-carmustina-doxorubicina-
dexametasona; RT: radioterapia; TD: talidomida-dexametasona; TVD: talidomida-vincristina-
dexametasona; VCAD: vincristina-ciclofosfamida-adriamicina-dexametasona; VD: Bortezomib-
dexametasona; Mel: Melfalán; Bul: Busulfán. β-2M: Alta si >3.7mg/L; Normal si ≥1≤3,7mg/L. 
 
1.1.2 Pacientes MM-SCR 
Se analizaron también 8 pacientes con MM trasplantados (4 hombres y 4 mujeres) en RC de 
corta duración (<4 años) posTASPE. La mediana de edad de los pacientes estudiados fue de 
60.5 años (57-74) y la mediana de años en remisión posTASPE de 2 (1-4). Los subtipos de MM 
incluidos en este grupo fueron: 3 IgGκ, 1 IgAκ, 2 IgAλ, 1 BJλ y 1 MM no secretor (tabla 10). 
En el momento del estudio, los pacientes presentaban también una RC inmunofenotípica. 
La respuesta previa al TASPE se evaluó siguiendo las indicaciones del grupo IMWG. Como 
Nº Edad Sexo 
Tipo   
MM 
Años 
posTASPE 
Respuesta 
preTASPE 
Citogenética 
β-2M  
(mg/dL) 
Estadio 
(DS/ISS) 
Inducción 
Acondi-
cio- 
namiento 
1 43 M BJκ 6 MBRP 
FISH neg: 
t(11;14), 
t(4;14), 
t(14;16) 
Normal IIB/2 VAD Mel 200 
2 61 F BJλ 7 RP Normal Normal IIA/1 
VAD/ 
VBCMP 
BuMel 
3 64 F IgGκ 8 RC ND Alta IIA/3 VBCMP/ VBAD Mel 140 
4 71 M IgGκ 11 MBRP ND Normal IIIA/3 
RT+ 
VBCMP/VBAD 
Mel 200 
5 61 M IgGκ 13 MBRP Trisomía 11 Alta IIIA/3 RT+VAD BuMel 
6 51 M IgGκ 6 MBRP ND Normal IIA/2 TD Mel 200 
7 53 F IgGκ 7 RC ND Normal IIA/1 TVD Mel 200 
8 60 M IgGκ 19 RC ND Normal IIIB/1 VAD BuMel 
9 67 F IgGκ 19 RP ND Normal IIIA/1 
VAD/ 
VCAD 
BuMel 
10 70 M IgGκ 16 MBRP ND Alta IIIA/3 RT/VAD BuMel 
11 60 F BJλ 15 RC Normal Normal IIIA/1 VAD BuMel 
12 59 M IgAλ 8 RC 
Normal.  
FISH neg 
Normal IIA/1 RT/VAD Mel 200 
13 64 F IgGκ 8 RC ND Alta  IIA/2 VBCMP/VBAD Mel 140 
14 44 M BJκ 6 RC 
Hipodiploidia 
(30%).  
FISH neg. 
Alta IIIB/3 VD Mel 200 
15 76 F IgAλ 6 RC FISH neg. Alta IIA/2 VD Mel 200 
16 65 M IgGκ 6 MBRP Del(13q14.3) Normal IA/3 VD Mel 200 
17 64 F IgGλ 9 MBRP ND Alta IIIB/3 VAD Mel 140 
18 58 M IgGκ 9 RP ND Normal IIA/1 VBCMP/VBAD Mel 200 
19 67 M IgAλ 8 RP 
dup(11q)(5%); 
FISH neg 
Normal IIA/1 VBCMP/VBAD Mel 200 
20 49 M IgGλ 9 MBRP  ND ND IIA VBCMP/VBAD Mel 200 
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tratamiento de inducción se utilizaron distintos ciclos de los esquemas de quimioterapia VD y 
PAD (bortezomib-doxorubicina-dexametasona). Salvo un paciente que recibió BuMel como 
terapia de acondicionamiento, todos los pacientes recibieron altas dosis de Mel. Tres pacientes 
se encontraban en tratamiento con interferón subcutáneo a bajas dosis y dos pacientes en trata-
miento con ácido zoledrónico a bajas dosis para prevenir lesiones óseas. Un paciente se encon-
traba en tratamiento de mantenimiento con lenalidomida a dosis bajas; el resto de los pacientes 
no recibió tratamiento de mantenimiento. Las características de los pacientes y los detalles de la 
terapia se resumen en la tabla 10.  
Tabla 10: Características de los pacientes MM-SCR. 
MM: mieloma múltiple; M: masculino; F: femenino; NS: no secretor; MBRP: muy buena respuesta 
parcial; RP: respuesta parcial; RC: remisión completa; ND: no disponible; β-2M: beta-2-
microglobulina; BJ: Bences Jones; DS/ISS: Durie-Salmon/Sistema Estadiaje Internacional; VD: bor-
tezomib-dexametasona; V: Bortezomib; PAD: Bortezomib-doxorubicina-dexametasona. Mel: Mel-
falán; Bu: Busulfan. β-2M: Alta si >3.7mg/L; Normal si ≥1≤3,7mg/L. 
1.1.3 Pacientes LF-LTCR 
El estudio del IF se realizó también en un grupo de 10 pacientes trasplantados por linfoma 
(5 mujeres y 5 hombres) en RC de al menos 6 años de duración posTASPE (LF-LTCR; >6 
años). La mediana de edad de los pacientes fue de 58 años (42-76). De los 10 pacientes analiza-
dos, 4 fueron diagnosticados de linfoma de Hodgkin, 5 de linfoma no Hodgkin de célula grande 
B y 1 no Hodgkin anaplásico de célula T.  
1.2 Enfermedad mínima residual en médula ósea en los pacientes MM-LTCR mediante 
citometría de flujo multiparamétrica  
En los pacientes MM-LTCR se realizó un estudio de EMR por CMF de ocho colores en 
MO, que confirmó la ausencia de EMR en todos ellos salvo en un paciente que presentaba un 
0.12% de CPM. Se consideró que las CP eran normales cuando presentaban mayoritariamente el 
fenotipo CD138
+
CD38
+++
CD19
+
CD27
+++
CD45
+/débil 
CD56
-
CD81
+
CD20
-
CD28
-
CD117
-
. En la 
tabla 11 se especifican los resultados de las pruebas realizadas para confirmar el resultado de 
RC que incluyeron el estudio del proteinograma, la IFJ en suero y orina, los valores séricos del 
Nº Edad Sexo 
Tipo de 
MM 
Años 
pos TASPE 
Respuesta 
preTASPE 
β-2M 
(mg/dL) 
Estadio 
(DS/ISS) 
Tratamiento 
inducción 
Acondicio-
namiento 
1 68 M MM NS 3 RC Normal IIIA/1 VD Mel 200 
2 66 F IgAλ 2 RP Normal IIIA/1 VD Mel 200 
3 57 F IgAλ 2 RC Normal IA/1 PAD Mel 200 
4 61 F IgGκ 1,5 MBRP Normal IIIA/2 VD Mel 200 
5 58 F IgGκ 2 MBRP Normal IIA/1 VD Mel 200 
6 58 M IgAκ 1 RP Normal IA/2 VD Mel 200 
7 60 M BJλ 2 ND Alta IIIA/3 VD BuMel 
8 74 M IgGκ 4 MBRP Normal IIA/2 VD Mel 320 
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cCLL y de iRC en los pacientes MM-LTCR (tabla 11). 
Tabla 11 Estudio de enfermedad mínima residual en médula ósea en los pacientes MM-
LTCR analizados. MM: mieloma múltiple; EEF: electroforesis de proteínas del suero; IFJ: 
inmunofijación; cCLL: cociente cadenas ligeras libres; CP: células plasmáticas; MO: médula 
ósea; CMF: citometría de flujo multiparamétrica; IF: inmunofenotipo; BJ: Bences Jones; ND: 
no disponible; Hipogamma: hipogammaglobulinemia; Hipergamma: hipergammaglobulinemia; 
IF de CP**: normal si mayoritariamente CD19
+
CD27
+++
CD45
+débil
CD56
-
CD81
+
CD20
-
CD28
-
CD117
-
;*: pacientes en muy buena respuesta parcial (19*) o en respuesta parcial (20*). 
  
Nº 
Tipo de 
MM 
EEF IFJ suero/orina 
cCLL 
(0,25-1,66) 
CMF: 
%CP en MO 
IF de CP** 
1 BJκ Normal Policlonal/Negativo 1,02 0,10% Normal 
2 BJλ Normal Policlonal/Negativo 0,61 0,40% Normal 
3 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,97 ND ND 
4 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,65 1,30% Normal 
5 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 1,15 0,80% Normal 
6 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,53 0,30% Normal 
7 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 1,13 0,30% Normal 
8 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,81 0,60% Normal 
9 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,72 0,80% Normal 
10 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,83 0,50% Normal 
11 BJλ Normal Policlonal/Negativo 0,88 0,10% Normal 
12 IgAλ Normal Policlonal/Negativo 0,48 ND ND 
13 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 0,97 0,25% Normal 
14 BJκ Normal Policlonal/Negativo ND 0.25% Normal 
15 IgAλ Normal Policlonal/Negativo ND ND ND 
16 IgGκ Normal Policlonal/Negativo ND ND ND 
17 IgGλ Aumento policlonal Hipergamma/Policlonal 1,75 0,40% Normal 
18 IgGκ Normal Policlonal/Negativo 1,58 0,60% Normal 
19* IgAλ Hipogamma CMAλ/Trazas λlibre 1,21 0.30% 40% patológico 
20* IgGλ CM CMGλ/Policlonal 1,08 ND ND 
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Adicionalmente, se cuantificaron los niveles totales de Igs y de HLC en los pacientes MM-
LTCR (tabla 12). Como se observa, en todos los pacientes MM-LTCR IgGκ el valor del cHLC 
es cercano o incluso inferior al límite inferior de la normalidad, mientras que en los pacientes 
IgGλ los valores están cercanos al límite superior (tabla 12).  
Tabla 12: Niveles de inmunoglobulinas en suero, cadenas pesadas ligeras y el cociente cadenas 
pesadas ligeras en los pacientes MM-LTCR. MM: mieloma múltiple; Ig: inmunoglobulina; BJ: 
Bences Jones; NA: No aplicable; ND: no disponible; Ig: inmunoglobulina; cHLC: cociente cadenas 
pesadas ligeras 
  
Nº 
Isotipo 
MM 
IgG 
 (800-1600 
mg/dL) 
IgA  
(100-300 
mg/dL) 
IgM 
 (80-250 
mg/dL) 
IgGκ 
(434-1218  
mg/dL) 
IgGλ 
(237-591  
mg/dL) 
IgAκ 
(43-236 
mg/dL) 
IgAλ 
(40-173  
mg/dL) 
cHLC 
(IgGκ/IgGλ) 
(1.26-3.2) 
cHLC 
IgAκ/IgAλ 
(0.58-2.52) 
1 BJκ 783 64,3 52,1 NA NA     
2 BJλ 1080 185 58,7 NA NA     
3 IgGκ 1760 281 240 880,6 797,1   1,10  
4 IgGκ 1090 404 173 392,5 317,5   1,24  
5 IgGκ 734 337 91,4 269 239,5   1,12  
6 IgGκ 980 158 64.6 396,8 236,3   1,68  
7 IgGκ 575 270 96,5 196,5 154,2   1,27  
8 IgGκ 1820 245 129 707,5 654,3   1,08  
9 IgGκ 1370 426 84,1 582,3 431,3   1,35  
10 IgGκ 1490 400 82 710,1 581,5   1,22  
11 BJλ 1230 223 80,1 NA NA     
12 IgAλ 940 222 112   103,7 78,5  1,32 
13 IgGκ 1650 270 203 511,3 356,7   1,43  
14 BJκ 665 74 144 NA NA     
15 IgAλ 986 129 89   ND ND  ND 
16 IgGκ 746 114 106 ND ND   ND  
17 IgGλ 2320 81,3 102 1637,7 450,8   3,63  
18 IgGκ 1490 179 105 527,2 417   1,26  
19 IgAλ 635 331 53   154,4 107  1.44 
20 IgGλ 1100 60,9 57 ND ND  
 
ND  
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1.3 Estudio de las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica en los pacientes MM-
LTCR 
Se compararon la proporción y los valores absolutos de las distintas subpoblaciones de LT 
en la SP de los pacientes MM-LTCR frente a controles sanos de edades parecidas. Los resulta-
dos se confirmaron al cabo de un año en una segunda muestra de los mismos pacientes MM-
LTCR (grupo MM-LTCR +1).  
1.3.1. Caracterización de linfocitos T 
Los pacientes MM-LTCR presentan una menor proporción de linfocitos T naïve y un aumento 
del porcentaje de linfocitos T efectores en sangre periférica  
Como se observa en la figura 8, los pacientes MM-LTCR presentaron un porcentaje menor 
de LT-CD4
+ 
totales (p=0.0001; figura 8A) junto a un menor número de LT-CD4
+
 naïve 
(p=0.0004; figura 8B) y un aumento de LT-CD4
+
 memoria efectores (p=0.0024; figura 8C). 
También se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas en el valor absoluto de los 
LT-CD4
+
 y T-CD4
+
 naïve (p=0.0485, p=0.0002; figura 8D y 8E), observándose una tendencia al 
aumento de los LT- CD4
+
 memoria efectores que no llegó a ser estadísticamente significativa 
(p=0.0507; figura 8F). 
Resultados similares se obtuvieron en el estudio de los LT-CD8
+
 en SP. Aunque sin dife-
rencias estadísticamente significativas en el porcentaje de LT-CD8
+ 
totales (figura 8G), se ob-
servó un descenso significativo del porcentaje de LT-CD8
+
 naïve (p=0.0040; figura 8H) y un 
aumento del porcentaje de los LT-CD8
+
 memoria efectores (p=0.0436; figura 8I) con respecto a 
los controles sanos. Con respecto a los valores absolutos, sólo se obtuvieron diferencias estadís-
ticamente significativas en el valor absoluto de los LT-CD8
+
 memoria efectores (p=0.0453, 
figura 8L). Este aumento de los LT-memoria efectores, tanto en porcentajes como en valores 
absolutos y aunque no siempre estadísticamente significativo, se debe a un aumento de los me-
moria efectores CD45RA
+
 (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
+
) y CD45RA
- 
 (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
-
), 
tanto en los LT-CD4
+ 
como en los LT-CD8
+
 (datos no mostrados). 
Esta caracterización se repitió en el mismo grupo de pacientes con MM en LTCR al cabo de 
un año (grupo MM-LTCR +1 año), confirmando que se trata de un perfil inmunitario de LT-
CD4
+
 y LT-CD8
+
 estable en el tiempo (figura 8A-8L). 
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Figura 8: Distribución de las subpoblaciones de linfocitos T-CD4
+
 y linfocitos T-CD8
+
 en sangre 
periférica de los pacientes MM-LTCR, de los pacientes MM-LTCR al cabo de un año y de los con-
troles sanos de edades parecidas. Se muestra (A) Proporción de linfocitos T (LT)-CD4
+
 (CD3
+
 CD4
+
) 
sobre linfocitos totales, y la proporción en los LT-CD4
+
 de (B) LT-CD4
+
 naïve (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
+
), 
(C) LT-CD4
+
 de memoria efectores (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
-
/
+
) y el valor absoluto (VA) de (D) LT-CD4
+
 
(CD3
+
CD4
+
), (E) LT-CD4
+
 naïve y (F) LT-CD4
+
 de memoria efectores. Con respecto a los LT-CD8
+
 se 
muestra (G) proporción de LT-CD8
+
 (CD3
+
 CD8
+
) sobre linfocitos totales, y la proporción en los LT-
CD8
+
 de (H) LT-CD8
+
 naïve (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
+
), (I) LT-CD8
+
 de memoria efectores (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
-
/
+
) y el valor absoluto (VA) de (J) LT-CD8
+
, (K) LT-CD8
+
 naïve y (L) LT-CD8
+
 de 
memoria efectores. Los resultados se confirman al cabo de un año en el grupo MM-LTCR +1año. El valor 
numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras corresponde al valor “p” obtenido mediante el 
test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se realizó mediante el test a posteriori de Bonferroni indi-
cándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la subpoblación 
celular analizada. 
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Por su parte, no se observaron diferencias significativas en las subpoblaciones de LT-CD4
+
 
ni T-CD8
+ 
de memoria central (figura 9) ni en el porcentaje ni en los valores absolutos de los 
LT-CD4
+ 
reguladores (figura 10). 
 
   
Figura 9: Distribución de los linfocitos T de memoria central en sangre periférica de los 
pacientes MM-LTCR, de los pacientes MM-LTCR al cabo de un año y de los controles 
sanos de edades parecidas. Se muestra la proporción de (A) linfocitos T (LT)-CD4
+
 de me-
moria central (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
-
) en los linfocitos T-CD4
+
 totales, (B) LT-CD8
+
 de 
memoria central (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
-
) en los LT-CD8
+
 totales y el valor absoluto (VA) 
de (C) LT-CD4
+
 de memoria central y (D) LT-CD8
+ 
de memoria central. Los resultados se 
confirman al cabo de un año en el grupo MM-LTCR +1año. El valor numérico de las figuras 
corresponde al valor “p” obtenido mediante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se 
realizó mediante el test a posteriori de Bonferroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y 
“ns” si p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la subpoblación celular analizada. 
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Figura 10: Distribución de la subpoblación de linfocitos T reguladores en sangre periférica 
de los pacientes MM-LTCR, de los pacientes MM-LTCR al cabo de un año y de los controles 
sanos de edades parecidas. Se muestra (A) la proporción de linfocitos T reguladores 
(CD4
+
CD25
++
CD127
-
) y (B) sus valores absolutos. Los resultados se confirman al cabo de un año 
en el grupo MM-LTCR +1año. El valor numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras 
corresponde al valor “p” obtenido mediante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se 
realizó mediante el test a posteriori de Bonferroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si 
p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la subpoblación celular analizada. 
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1.3.2. Caracterización de linfocitos B 
Los pacientes MM-LTCR presentan una mayor proporción de linfocitos B naïve y un descenso 
de los linfocitos B marginales y de los linfocitos B memoria con cambio de clase en sangre peri-
férica.  
A pesar de que no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de LB totales 
(figura 11A), el porcentaje de LB-naïve resultó ser significativamente mayor en los pacientes 
MM-LTCR que en los controles sanos (p=0.0082; figura 11B). Asimismo, se observa una re-
ducción significativa de los LB marginales (p=0.0107; figura 11E) y de los LB memoria con 
cambio de clase (p=0.0026; figura 11G).  
Sólo los valores absolutos de los LB de la zona marginal resultaron también estadísticamen-
te significativos (p=0.0262; figura 11F). Los valores absolutos del resto de subpoblaciones de 
LB mostraron la misma tendencia que los valores relativos pero sin llegar a alcanzar significa-
ción estadística (figura 11D y 11H).  
Los mismos resultados se confirmaron al cabo de un año en los pacientes con MM en LTRC 
(grupo MM-LTCR +1 año). 
No se encontraron diferencias en los LB transicionales (CD27
-
CD10
+
CD38
+
) ni en la sub-
población de los plasmablastos en SP (CD19
+
CD20
-
CD27
++
CD38
++
) (datos no mostrados). 
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Figura 11: Distribución de las subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica de los 
pacientes MM-LTCR, de los pacientes MM-LTCR al cabo de un año y de los controles 
sanos de edades parecidas. Se muestra la proporción de (A) linfocitos B (LB) (CD19
+
CD20
+
) 
sobre los linfocitos totales y la proporción en LB totales de (C) LB-naïve (CD27
-
IgD
+
IgM
+
), 
(E) LB marginales (CD27
+
IgD
+
IgM
+
) y (G) LB memoria con cambio de clase (CD27
+
IgD
-
IgM
-
). También se muestran los valores absolutos (VA) de (B) LB, (D) LB-naïve, (F) LB margina-
les y (H) LB memoria con cambio de clase. Los resultados se confirman al cabo de un año en 
los MM-LTCR +1año. El valor numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras co-
rresponde al valor “p” obtenido mediante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se 
realizó mediante el test a posteriori de Bonferroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” 
si p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la subpoblación celular analizada. 
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1.3.3. Caracterización de células NK 
Los pacientes MM-LTCR tiene una distribución característica de algunos de los receptores de 
membrana de las células NK. 
Los pacientes MM-LTCR tienen el mismo porcentaje y el mismo valor absoluto de células 
NK que los controles sanos (figura 12A). En cuanto a los receptores activadores e inhibidores 
no se observaron diferencias en la distribución de los receptores activadores NKG2C (datos no 
mostrados) ni NKG2D (figura 12B). Sin embargo, se observó un aumento en la expresión de la 
molécula inhibidora NKG2A en los pacientes MM-LTCR con respecto a los controles, tanto en 
porcentaje (p=0.0436, figura 12C) como en valor absoluto (p=0.0013, figura 12F). Los resulta-
dos se confirmaron al cabo de un año en el grupo de pacientes MM-LTCR +1año. 
Por otra parte, en los pacientes MM-LTCR se observó una disminución significativa de la 
expresión de los receptores NKp46 y DNAM (figura 12G y 12H; p=0.0102 y p=0.0077) y un 
aumento significativo de la expresión del receptor de inhibición KIR2DL1 (figura 12I; 
p=0.0326). Ninguno de los valores absolutos de las células que expresan estos receptores alcan-
zó significación estadística en los pacientes (figura 12D-F y 12J-L). Los resultados se confirma-
ron al cabo de un año en los pacientes MM-LTCR +1 año. 
Con respecto a los LT-CD8
+
, y aunque sin llegar a ser estadísticamente significativo entre 
los grupos, se aprecia una disminución de la expresión de NKG2D con respecto a los controles 
sanos. No se encontraron diferencias en la expresión de NKG2C, NKG2A ni DNAM en esta 
misma subpoblación de LT-CD8
+
 Los resultados se confirmaron al cabo de un año en los pa-
cientes MM-LTCR +1año (datos no mostrados). 
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Figura 12: Expresión de los receptores activadores e inhibidores de las células NK en sangre 
periférica de los pacientes MM-LTCR, de los pacientes MM-LTCR al cabo de un año y de los 
controles sanos de edades parecidas. Se muestra la proporción de (A) células NK (CD3
-
CD56
+
) 
sobre los linfocitos totales y la proporción de células NK que expresan (B) NKG2D
+ 
y (C) NKG2A
+
, 
y los valores absolutos (VA) de (D) células NK, (E) células NK-NKG2D
+
 y (F) células NK-
NKG2A
+
. Asimismo, se muestra la proporción de células NK que expresan (G) NKp46
+
, (H) 
DNAM
+
 y (I) KIR2DL1
+
 y los VA de (J) células NK-NKp46
+
, (K) células NK-DNAM
+
 y (G) célu-
las NK KIR2DL1
+
. Los resultados se confirman al cabo de un año en los MM-LTCR +1año. El va-
lor numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras corresponde al valor “p” obtenido me-
diante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se realizó mediante el test a posteriori de Bon-
ferroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la 
subpoblación celular analizada..  
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1.4 Estudio de las subpoblaciones linfocitarias en la sangre periférica de los pacientes 
MM-SCR 
Con el fin de determinar en qué momento aparece el patrón inmunitario observado en los 
pacientes MM-LTCR, se llevó a cabo el mismo estudio en pacientes con MM en RC corta (<5 
años) posTASPE. 
1.4.1. Caracterización de linfocitos T 
Los pacientes MM-SCR presentan un fenotipo de linfocitos T muy similar a los MM-LTCR ca-
racterizado por un menor número de LT naïve junto a un aumento de los LT efectores. 
Tal y como ocurría en los pacientes MM-LTCR, en los pacientes MM-SCR también se ob-
servó un descenso significativo e incluso más pronunciado del porcentaje y del valor absoluto 
de los LT-CD4
+
 totales con respecto a los controles sanos (p=<0.0001; figura 13A; y p=0.0092; 
figura 13D). También presentaron un menor número de LT-CD4
+ 
naïve (p=0.0025; figura 13B;) 
y LT-CD8
+
 naïve (p=0.0050; figura 13H;), y un aumento de los LT-CD4
+
 y LT-CD8
+
 de memo-
ria efectores (p=0.0052; figura 13C; y p=0.0082; figura 13I, respectivamente). Las mismas ten-
dencias en valores absolutos se observaron para las distintas subpoblaciones linfocitarias anali-
zadas (figura 13D-F y 13J-L). 
En los pacientes MM-SCR, el aumento de los LT-CD4
+
 memoria efectores se produce prin-
cipalmente a expensas de los CD45RA
-
, y en los LT-CD8
+ 
memoria efectores el aumento de los 
CD45RA
-
 es más significativo que el de los CD45RA
+
, tanto en porcentajes  como en valores 
absolutos (datos no mostrados).  
Tampoco se observan diferencias en el porcentaje de LT-CD4
+
 ni T-CD8
+
 de memoria cen-
tral (datos no mostrados)  
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Figura 13: Distribución de las subpoblaciones de linfocitos T-CD4
+ 
y linfocitos T-CD8
+
 en sangre 
periférica de los pacientes MM-LTCR, de los pacientes MM-SCR y de los controles sanos de eda-
des parecidas. Se muestra (A) Proporción de linfocitos T (LT)-CD4
+
 (CD3
+
 CD4
+
) sobre linfocitos 
totales, y la proporción en los LT-CD4
+
 de (B) LT-CD4
+
 naïve (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
+
), (C) LT-CD4
+
 
de memoria efectores (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
-
/
+
) y el valor absoluto (VA) de (D) LT-CD4
+
 
(CD3
+
CD4
+
), (E) LT-CD4
+
 naïve y (F) LT-CD4
+
 de memoria efectores. Con respecto a los LT-CD8
+
 se 
muestra (G) proporción de LT-CD8
+
 (CD3
+
 CD8
+
) sobre linfocitos totales, y la proporción en los LT-
CD8
+
 de (H) LT-CD8
+
 naïve (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
+
), (I) LT-CD8
+
 de memoria efectores (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
-
/
+
) y VA de (J) LT-CD8
+
, (K) LT-CD8
+
 naïve y (L) LT-CD8
+
 de memoria efectores. El 
valor numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras corresponde al valor “p” obtenido me-
diante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se realizó mediante el test a posteriori de Bonfe-
rroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la sub-
población celular analizada. 
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1.4.2. Caracterización de linfocitos B 
Los pacientes MM-SCR también presentan una mayor proporción de células B naïve y un des-
censo de las células B marginales y células B memoria con cambio de clase en sangre periféri-
ca. 
A pesar de no encontrar diferencias significativas en el porcentaje ni en el número de LB to-
tales (figura 14A y 14B), el porcentaje de LB naïve resultó ser significativamente mayor en los 
pacientes en MM-SCR que en los controles sanos (p=0.0006; figura 14C). Se observó también 
una reducción significativa de la proporción y valores absolutos de los LB marginales 
(p=0.0036, figura 14E y p=0.0011, figura 14F) y de los LB memoria con cambio de clase 
(p=0.0002, figura 14G y p=0.0012, figura 14H). En general, para estas subpoblaciones de LB, 
las diferencias son más acusadas en los MM-SCR que en MM-LTCR con respecto a los contro-
les, tanto en valores absolutos como en porcentajes (figura 14). 
No se encontraron diferencias en los LB transicionales (CD27
-
CD10
+
CD38
+
) ni en la sub-
población de los plasmablastos en SP (CD19
+
CD20
-
CD27
++
 CD38
++
) (datos no mostrados). 
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Figura 14: Distribución de las subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica de los pa-
cientes MM-LTCR, de los pacientes MM-SCR y de los controles sanos de edades parecidas. 
Se muestra la proporción de (A) linfocitos B (LB) (CD19
+
CD20
+
) sobre los linfocitos totales y la 
proporción en LB totales de (C) LB naïve (CD27
-
IgD
+
IgM
+
), (E) LB marginales 
(CD27
+
IgD
+
IgM
+
) y (G) LB memoria con cambio de clase (CD27
+
IgD
-
IgM
-
). También se mues-
tran los valores absolutos (VA) de (B) LB, (D) LB naïve, (F) LB marginales y (H) LB memoria 
con cambio de clase. El valor numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras corres-
ponde al valor “p” obtenido mediante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se realizó 
mediante el test a posteriori de Bonferroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si 
p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la subpoblación celular analizada.  
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1.5 Estudio de las subpoblaciones linfocitarias en sangre periférica en los pacientes LF-
LTCR 
Con el fin de determinar si el IF de los pacientes MM-LTCR es específico o no del 
MM, se llevó a cabo el mismo estudio en pacientes con linfoma en RC de larga duración pos-
TASPE (LF-LTCR) 
1.5.1. Caracterización de linfocitos T 
Los pacientes LF-LTCR presentan una menor proporción de células T naïve junto a una mayor 
proporción de células T efectoras en sangre periférica. 
Como se observa en la figura 15, tanto los pacientes MM-LTCR como los LF-LTCR presenta-
ron menor número y menor porcentaje de LT-CD4
+
 (p<0.0001; figura 15A), una disminución de 
los LT-CD4
+
 naïve tanto del valor relativo (p=0.0011; figura 15B) como del valor absoluto 
(p=0.0001; figura 15E) y un aumento de la proporción de los LT-CD4
+
 memoria efectores 
CD45RA
+/- 
(p=0.0025; figura 15C). 
 
 
Con respecto a los LT-CD8
+ 
se observa un aumento en el porcentaje de LT-CD8
+
 
(p=0.0279; figura 15G) y como ocurre en los LT-CD4
+
, una menor proporción de los LT-CD8
+
 
naïve (p=0.0047; figura 15H) y un importante incremento del porcentaje y de los valores abso-
lutos de células CD8
+
 memoria efectores (p=0.0128, figura 15I y p=0.0325, figura 15L) con 
respecto a los controles sanos.  
Como ocurría en los MM-LTCR, el aumento de LT-CD4
+
 memoria efectores y LT-CD8
+ 
memoria efectores se produjo también a expensas de los CD45RA
- 
y CD45RA
+
, si bien sólo en 
los memoria efectores CD45RA
+
 se consiguieron diferencias estadísticamente significativas 
(datos no mostrados). 
Al igual que en los pacientes MM-LTCR no se observaron diferencias significativas en los 
LT-CD4
+
 ni T-CD8
+ 
memoria central (datos no mostrados).  
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Figura 15: Distribución de las subpoblaciones de linfocitos T-CD4
+
 y linfocitos T-CD8
+
 en san-
gre periférica de los pacientes MM-LTCR, de los pacientes LF-LTCR y de los controles sanos de 
edades parecidas. Se muestra (A) LT-CD4
+
 totales en los linfocitos totales, y la proporción en los 
linfocitos T (LT)-CD4
+
 de (B) LT-CD4
+
 naïve (CD27
+
CCR7
+
CD45RA
+
), (C) LT-CD4
+
 de memoria 
efectores (CD27
-
CCR7
-
CD45RA
-
/
+
) y el valor absoluto de (D) LT-CD4
+
 (CD3
+
CD4
+
), (E) LT-CD4
+
 
naïve y (F) LT-CD4
+
 de memoria efectores . Con respecto a los LT-CD8
+
 se muestra (G) LT-CD8
+
 en 
los linfocitos totales, y la proporción en los LT-CD8
+
 de (H) LT-CD8
+
 naïve, (I) LT-CD8
+
 de memo-
ria efectores y el valor absoluto de (J) LT-CD8
+
, (K) LT-CD8
+
 naïve y (L) LT-CD8
+
 de memoria efec-
tores. El valor numérico de las figuras corresponde al valor “p” obtenido mediante el test Kruskal-
Wallis. El análisis entre grupos se realizó mediante el test a posterior de Bonferroni indicándose * si 
p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05. Las escalas varían dependiendo de la subpoblación celular ana-
lizada.  
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1.5.2. Caracterización de linfocitos B 
Los pacientes LF-LTCR también presentan una mayor proporción de linfocitos B naïve y un 
descenso de los linfocitos B marginales y células B memoria con cambio de clase en sangre 
periférica. 
La distribución de LB en la SP de los pacientes LF-LTCR resultó ser muy similar a la 
obtenida en los pacientes MM-LTCR. A pesar de que tampoco se encontraron diferencias signi-
ficativas en el porcentaje de LB totales (figura 16A), el porcentaje de LB naïve resultó ser signi-
ficativamente mayor en los pacientes que en los controles sanos (p=0.0096; figura 16C). Se 
observa también una reducción significativa de los LB de zona marginal (p=0.0037; figura 16E) 
y de los LB memoria con cambio de clase (p=0.0083; figura 16G). Los valores absolutos de los 
LB de zona marginal y memoria con cambio de clase son también menores que en los controles 
(figura 16F y 16H). 
No se encontraron diferencias en los LB transicionales (CD27
-
CD10
+
CD38
+
) ni en la sub-
población de los plasmablastos en SP (CD19
+
CD20
-
CD27
++
 CD38
++
) (datos no mostrados). 
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Figura 16: Distribución de las subpoblaciones de linfocitos B en sangre periférica de los pa-
cientes MM-LTCR, de los pacientes LF-LTCR y de los controles sanos de edades parecidas. 
Se muestra la proporción de (A) LB (CD19
+
CD20
+
) sobre los linfocitos totales y la proporción en 
linfocitos B (LB) totales de (C) LB-naïve (CD27
-
IgD
+
IgM
+
), (E) LB marginales 
(CD27
+
IgD
+
IgM
+
) y (G) LB memoria con cambio de clase (CD27
+
IgD
-
IgM
-
). También se mues-
tran los valores absolutos (VA) de (B) LB, (D) LB naïve, (F) LB marginales y (H) LB memoria 
con cambio de clase. El valor numérico en el cuadrante superior derecho de las figuras correspon-
de al valor “p” obtenido mediante el test Kruskal-Wallis. El análisis entre grupos se realizó me-
diante el test a posteriori de Bonferroni indicándose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05. 
Las escalas varían dependiendo de la subpoblación celular analizada.  
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2. Evaluación de las cadenas pesadas ligeras como factor de riesgo de recaída en pacientes 
con mieloma múltiple sometidos a TASPE 
2.1. Estudio de las cadenas pesadas ligeras en los pacientes con mieloma múltiple IgG 
De los 44 pacientes con MM sometidos a TASPE incluidos en el estudio retrospectivo, 30 
eran MM de tipo IgG (19 IgGκ, 11 IgGλ). De éstos, y según su estado de RC al finalizar el pe-
riodo de seguimiento, se establecieron tres grupos distintos de pacientes IgG: grupo RC con IFJ 
negativa (14 pacientes), grupo RP (5 pacientes) y grupo en recaída (11 pacientes). 
Tras comparar la media de los valores estudiados de cada grupo al principio y al final del 
seguimiento (Ig totales, cCLL y las HLC), sólo el ratio de cadena involucrada/cadena no involu-
crada (rI/U) resultó ser mayor en las muestras pre-recaída que en las muestras basales (8,49 ± 
4,01 vs 2,23 ± 0,67; p= 0.012) en el grupo de pacientes en recaída. En los grupos de pacientes 
en RC y RP, el rI/U permanece constante entre las muestras basales y finales ((1,37 ± 0,18 vs 
1,35± 0,19 (p=0.98); 4.43 ± 0.55 vs 4,55 ± 0,35 (p=0.84)). Sin embargo, y probablemente debi-
do a la presencia del CM en el grupo de pacientes en RP, los valores del rI/U son más altos en el 
grupo RP que en el grupo RC, tanto en las muestras basales (4,43 ± 0,55 vs 1,37 ± 0,18) como 
en las finales (4,55 ± 0,35 vs 1,35 ± 0,19) (tabla 13 y figura 17A). 
 
No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el resto de parámetros ana-
lizados (IgG totales, cHLC y cCLL) en ninguno de los tres grupos de pacientes. Sin embargo, se 
observó un aumento progresivo de los niveles totales de IgG entre las muestras basales y finales 
en el grupo de pacientes en recaída (996,3 ± 115,4 vs 1213,0 ± 122,5) y en los pacientes en RP 
(1260,0 ± 103,5 vs 1530,0 ± 155,9) (tabla 13). En el grupo de pacientes en RC no se observó tal 
aumento (1017,0 ± 115,4 vs 1099,0 ± 91,71) (tabla 13 y figura 17B). 
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MM-IgG (n=30) Muestras de suero 
Pacientes en recaída (n=11) Basal Pre-recaída p 
IgG totales (mg/dl, media±DS) 996,3± 5,4 1213,0±22,5 0.26 
rI/U (media±DS) 2,23± 0,67 8,49 ± 4,01 0.01 
cHLC (alterado/normal) (%) 7/4 (64/36) 10/1 (91/9) 0.31 
cCLL (alterado/normal) (%) 5/6 (45/65) 7/4 (64/36) 0.66 
Pacientes en remisión completa (RC; n=14) Basal Final p 
IgG totales (mg/dl, media±DS) 1017,0±15,4 1099,0±91,71 0.64 
rI/U (media±DS) 1,37± 0,18 1,35 ± 0,19 0.98 
cHLC (alterado/normal) (%) 9/5 (64/36) 5/9 (36/64) 0.25 
cCLL (alterado/normal) (%) 3/11 (21/79) 2/12 (14/86) 1.00 
Pacientes en remisión parcial (RP; n=5) Basal Final p 
IgG totales (mg/dl, media±DS) 1260,0±103,5 1530,0±155,9 0.22 
rI/U (media±DS) 4,43± 0,55 4,55 ± 0,35 0.84 
cHLC (alterado/normal) (%) 2/3 (40/60) 2/3 (40/60) 1.00 
cCLL (alterado/normal) (%) 2/3 (40/60) 4/1 (80/20) 0.52 
Tabla 13: Cuantificación de inmunoglobulinas totales IgG, cociente cadenas pesadas 
ligeras y cocientes cadenas ligeras libres en el suero de los pacientes con MM-IgG 
trasplantados al principio y al final del seguimiento. Se muestran los valores medios de 
las inmunoglobulinas totales (IgG) y del ratio cadena involucrada/no involucrada (rI/U) así 
como de los cocientes cadenas ligeras libres (cCLL) y cadenas pesadas ligeras (cHLC), ob-
tenidos en las muestras basales y las finales en el grupo RC y RP o en las muestras pre-
recaída en el grupo en recaída. DS: Desviación estándar, RC: Remisión completa, RP: Re-
misión parcial; Ig: inmunoglobulina; cHLC: cociente cadenas pesadas ligeras; cCLL: co-
ciente cadenas ligeras libres. cHLC normal si ≥ 1.3 y ≤ 3.7 y cHLC alterado si < 1.3 ó > 
3.7. cCLL normal si ≥0.25 y ≤1.66 y cCLL alterado si < 0.25 ó > 1.66. 
 
Figura 17: Representación de los valores medios del ratio cadena involucrada/no invo-
lucrada y de los niveles de inmunoglobulina G totales en el suero de los pacientes al 
principio y al final del seguimiento en los grupos estudiados. (A) El ratio cadena involu-
crada/no involucrada (rI/U) y (B) los niveles totales de inmunoglobulina G (IgG) (mg/dL);  
RC: remisión completa; RP: remisión parcial; RCi: RC inicial; RCf: RC final; RPi: RP ini-
cial; RPf: RP final. El análisis entre grupos se realizó mediante el test MannWhitney indicán-
dose * si p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05.  
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Asimismo, en la figura 18 se muestra un ejemplo representativo de la evolución de los nive-
les de IgG totales, del rI/U y del cHLC en el suero de un paciente MM-IgG de cada grupo. En el 
grupo de pacientes con MM-IgG en RC y RP los valores permanecen constantes durante el se-
guimiento (figura 18A y 18B), Sin embargo, en el grupo de pacientes con MM-IgG en recaída, 
el rI/U aumenta de manera precoz en los 2-3 meses previos a la recaída con respecto a los nive-
les totales de IgG en MM-IgGκ (flecha; figura 18C) y con respecto a los niveles IgG y al cHLC 
en los MM-IgGλ (flecha; figura 18D)  
 
Figura 18: Evolución de los niveles de inmunoglobulina G totales, del ratio cadena involu-
crada/no involucrada y del cociente cadenas pesadas ligeras en un paciente representativo 
de cada uno de los grupos estudiados. (A) Paciente MM-IgGκ en remisión completa; (B) pa-
ciente MM-IgGκ en remisión parcial y (C) paciente MM-IgGκ en recaída y (D) paciente MM-
IgGλ en recaída. La flecha y el punto rojo indica el momento pre-recaída de los pacientes “en re-
caída” MM-IgGκ y MM-IgGλ. Inmunoglobulina G (IgG); ratio cadena involucrada/no involu-
crada (rI/U); cociente cadenas pesadas ligeras (cHLC). 
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2.2. Cadenas pesadas ligeras en pacientes con mieloma múltiple IgA 
De los 44 pacientes con MM sometidos a TASPE incluidos en el estudio retrospectivo, 14 
eran de tipo IgA (9 IgAκ y 5 IgAλ). Al final del seguimiento, el 50% de los pacientes se encon-
traban en recaída (n=7), mientras que el otro 50% de los pacientes estaban en RC (n=7) (tabla 
14). 
No se observaron diferencias estadísticamente significativas en ninguno de los parámetros 
analizados: niveles totales de IgA, rI/U, cHLC, cCLL (tabla 14). Sin embargo, el rI/U resultó ser 
mayor en las muestras MM-IgA pre-recaída que en las muestras basales (123.0 ± 97.6 vs 17.7 ± 
8.7; tabla 14 y figura 19A). Con respecto a los niveles totales de IgA, no sólo se observa el au-
mento esperable en las muestras pre-recaída del grupo en recaída sino también un aumento de 
los niveles en las muestras finales con respecto a las basales en el grupo RC (figura 19B). Este 
aumento en las muestras finales del grupo RC no se observa con los valores del ratio I/U (figura 
19A). 
Asimismo, cabe destacar que el 83,3% de los pacientes en recaída tuvieron un rI/U >4 en 
muestras pre-recaída, mientras que ninguno de los pacientes en RC tuvo un rI/U >2 durante el 
seguimiento (p=0,02) (datos no mostrados). 
MM-IgA (n=14) Muestras de suero 
Pacientes en recaída (n=7) Basal Pre-recaída p 
IgA totales (mg/dL, media±DS) 267.8 ± 75.9 474.1 ± 94.2 0.16 
rI/U (media±DS) 17.7 ± 8.7 123.0 ± 97.6 0.45 
cHLC (alterado/normal) (%) 4/3 (57/43) 6/1 (85/15) 0.54 
cCLL (alterado/normal) (%) 3/4 (42/58) 6/1 (85/15) 0.24 
Pacientes en remisión completa (RC; n=7) Basal Final p 
IgA totales (mg/dL, media±DS) 76.9 ± 11.9 150.9 ± 32.5 0.13 
rI/U (media±DS) 1.2 ± 0.1 1.1 ± 0.1 0.90 
cHLC (alterado/normal) (%) 0/7 (0/100) 0/7 (0/100) 1 
cCLL (alterado/normal) (%) 1/6 (14/86) 1/6 (14/86) 1 
Tabla 14: Cuantificación de inmunoglobulinas A totales, cociente cadenas pesadas ligeras y 
cocientes cadenas ligeras libres en el suero de los pacientes con MM-IgG trasplantados al 
principio y al final del seguimiento. Se muestran los valores medios de las inmunoglobulinas A 
(IgA) totales y del ratio cadena involucrada/no involucrada (rI/U) así como de los cocientes cade-
nas ligeras libres (cCLL) y cadenas pesadas ligeras (cHLC), obtenidos en las muestras basales y 
las finales en el grupo RC y RP o pre-recaída en el grupo en recaída. DS: Desviación estándar, RC: 
Remisión completa, RP: Remisión parcial; Ig: inmunoglobulina; I/U: cadena involucrada/no invo-
lucrada; cHLC normal si ≥ 1.3 y ≤ 3.7 y cHLC alterado si < 1.3 ó > 3.7. cCLL normal si ≥0.25 y 
≤1.66 y cCLL alterado si < 0.25 ó > 1.66. 
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Figura 19: Representación de los valores medios del ratio cadena involucrada/no involu-
crada y de los niveles de inmunoglobulina A totales en el suero de los pacientes al princi-
pio y al final del seguimiento en los grupos estudiados. (A) El ratio cadena involucrada /no 
involucrada (rI/U) y (B) los niveles totales de IgA (mg/dL). Inmunoglobulina A (IgA); RC: 
remisión completa; RP: remisión parcial; RCi: RC inicial; RCf: RC final; RPi: RP inicial; RPf: 
RP final. El análisis entre grupos se realizó mediante el test MannWhitney indicándose * si 
p<0.05, ** si p<0.01 y “ns” si p≥0.05. 
 
 
En la figura 20, se muestra la evolución de los niveles de IgA, del cHLC y del rI/U en dos 
pacientes en RC (uno IgAκ y otro IgAλ) y en un paciente en recaída (uno IgAκ). Como se ob-
serva, los valores de lgA total en los pacientes en RC varían de forma notable a lo largo del 
tiempo mientras que los valores del rI/U y del cHLC (figura 20A y 20B) son mucho más esta-
bles. 
En el grupo de pacientes en recaída, tal y como se observa en la figura 20C se observa un 
aumento precoz del rI/U (y del cHLC) con respecto a los niveles totales de IgA en los 2-3 meses 
pre-recaída (flecha). 
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Figura 20: Evolución de los niveles de inmunoglobulina A totales, del ratio cadena involu-
crada/no involucrada y del cociente cadenas pesadas ligeras en un paciente representativo 
de cada uno de los grupos estudiados. (A) Paciente MM-IgAκ en remisión completa; (B) pa-
ciente MM-IgAλ en remisión completa y (C) paciente MM-IgAκ en recaída. La flecha y el punto 
rojo indica el momento pre-recaída de los grupos “en recaída” MM-IgAκ. Inmunoglobulina A 
(IgA); ratio cadena involucrada/no involucrada (rI/U); cociente cadenas pesadas ligeras (cHLC). 
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Aproximadamente, sólo un 15% de los pacientes con MM trasplantados permanecen en RC 
durante más de 10 años. En estos pacientes la tasa de recaída es muy baja 
154
 
155
 y podrían haber 
alcanzado la “curación operacional” de su mieloma 156 gracias, al menos en parte, a una recons-
titución inmunitaria característica que favorece el mantenimiento de una RC de larga duración  
posTASPE. En este sentido, la importancia del SI en MM se conocía por los estudios realizados 
sobre el efecto del injerto contra MM tras aloTPH 
157
, la infusión de linfocitos del donante en 
pacientes en recidiva o con EMR tras alo-TPH 
158
 y la mejora de las tasas de respuesta con el 
tratamiento con IMIDs a largo plazo . Asimismo, otras evidencias, como la recuperación de la 
inmunidad humoral al año posTASPE 
39
 o una pronta recuperación del número absoluto de lin-
focitos 
125
 
126
 
127
 y/o de la subpoblación de células NK posTASPE 
159
como biomarcadores pre-
dictores de SG en pacientes con MM trasplantados 
126
 y de nuevo diagnóstico 
138
; o la asocia-
ción entre el valor absoluto de linfocitos infundidos en la aféresis y la supervivencia 
160
 apoyan 
también el papel de la inmunovigilancia en el mantenimiento del estado de LTCR en MM, o 
dicho de otra manera, el del efecto graf-versus-mieloma autólogo a largo plazo. 
Por todo ello, el objetivo de esta tesis ha sido estudiar la distribución de las subpoblaciones 
de LT, LB y células NK y el estado de inmunoparesia en los pacientes MM-LTCR, con la fina-
lidad de identificar un perfil inmunitario característico que pudiera emplearse como un biomar-
cador relevante en la predicción del pronóstico y de la calidad y duración de la respuesta en 
pacientes con MM sometidos a TASPE. 
En nuestro estudio hemos observado en la SP de los pacientes MM-LTCR, un aumento del 
porcentaje de los LT-CD4
+
 y CD8
+
 de memoria efectores junto a un aumento de los LB naïve y 
una redistribución característica de algunos receptores activadores e inhibidores en las células 
NK. Este patrón inmunitario se confirmó al cabo de un año en los pacientes MM-LTCR (grupo 
MM-LTCR +1) y un patrón muy similar se observó también en los pacientes MM-SCR (<5 
años en RC), lo que sugiere la adquisición de un estado inmunitario estable que aparece antes de 
los 5 años posTASPE. 
En particular, en la subpoblación de LB evidenciamos un aumento de los LB naïve junto a 
una disminución del número de LB memoria con cambio de clase y de LB marginales, que indi-
can una adecuada regeneración del repertorio de LB y una recuperación de la respuesta inmuni-
taria humoral en los pacientes MM-LTCR. En la literatura, resultados similares se han descrito 
por Pessoa de Magalhães et al, con la diferencia de que dichos autores no obtienen diferencias 
significativas entre el grupo MM-LTCR y el grupo control, probablemente debido a la distinta 
estrategia de análisis de LB utilizada 
161
. Además, en dicho estudio, comparan sólo valores abso-
lutos cuya variabilidad individual hace más difícil la obtención de resultados significativos. 
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Por otro lado, nuestros datos también concuerdan con estudios publicados hace ya mu-
chos años que sugerían que el SI reproducía la ontogenia de las células B tras el TASPE 
128
, 
aunque por aquel entonces, la distinción inmunofenotípica de las subpoblaciones linfocitarias 
por CMF era mucho más limitada que en la actualidad. Hoy en día, con nuestro estudio, pode-
mos confirmar que, en el posTASPE, se reproduce la ontogenia de los LB que se evidencia con 
el aumento de los LB naïve de los pacientes MM-LTCR y LF-LTCR con respecto a los contro-
les y que aparece al menos, si no antes, a los cinco años del TASPE (pacientes MM-SCR). Estos 
resultados explicarían los hallazgos posTASPE descritos en la literatura: las IgM de menor afi-
nidad son las que primero recuperan sus niveles, seguidas de las IgG e IgA que pueden tardar 
más de un año en volver a la  normalidad 
128
 
129
. El aumento de los LB naïve se mantiene estable 
en pacientes trasplantados en LTCR, lo cual probablemente garantiza la homeostasis de la RI 
humoral y favorece el estado de RC de los pacientes. En contrapartida, observamos que los pa-
cientes trasplantados no consiguen alcanzar los niveles normales de LB de memoria con cambio 
de clase ni de LB marginales. Desconocemos si se trata de un bloqueo madurativo en la diferen-
ciación B o de una alteración de la interacción LB-LT necesaria para regenerar la diversidad de 
los LB o de ambos. Alternativamente, es posible que hagan falta más años para que los LB naï-
ve encuentren el repertorio antigénico suficiente para alcanzar el número de LB de memoria que 
se detecta en los sujetos sanos adultos. 
Sea como fuere, la normalización del cHLC y de los niveles séricos de Igs totales en los 
pacientes MM-LTCR, refleja la recuperación de las CP normales posTASPE (tabla 12). En con-
creto, y teniendo en cuenta la IFJ negativa de los pacientes, los valores del cHLC (IgGκ/IgGλ) 
cercanos al límite inferior de la normalidad en los pacientes MM-LTCR IgGκ e IgAκ, indirec-
tamente indican la presencia de niveles proporcionalmente elevados de la cadena no involucra-
da, la ausencia de inmunoparesia y, en consecuencia, la recuperación de la respuesta inmunitaria 
humoral. En los pacientes IgGλ o IgAλ esperaríamos niveles de cHLC (IgGk/ IgGλ) cercanos al 
límite superior de la normalidad. Por tanto, el cHLC podría tratarse de un marcador de recupe-
ración de la respuesta humoral al reflejar, en los pacientes con IFJ negativa, una recuperación de 
la cadena no involucrada que indirectamente indica la presencia de CP normales que contribui-
rían a evitar recaídas. Adicionalmente, la normalización del cHLC de los pacientes MM-LTCR 
en nuestro estudio apoya la utilidad del cHLC, postulada previamente por Tovar N. et al 
145
, 
como marcador de reconstitución inmunitaria en los pacientes trasplantados en RC. 
Con respecto a la subpoblación de LT, nuestros resultados confirman su importancia en la 
mielomagénesis y en la progresión del MM, tal y como ha sido revisado recientemente por Do-
sani et al 
135
: durante la enfermedad y sobre todo en los estados pre-malignos del MM, la altera-
ción cuantitativa y funcional de los LT dirige la evolución de la enfermedad. Nuestros pacientes 
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MM-LTCR se caracterizan por un aumento de los LT-CD4
+ 
y LT-CD8
+
 de memoria efectores, 
que probablemente garantiza un control eficaz del crecimiento tumoral, una adecuada inmuno-
vigilancia y, por tanto, el establecimiento y mantenimiento de una RC posTASPE. Estos datos 
están en consonancia con los publicados por Bryant et al 
142
 en un estudio donde demuestran 
que todos los pacientes MM-LTCR de más de 10 años presentan expansiones de clones de LT 
CD8
+
 citotóxicos, con un fenotipo de linfocitos de memoria efector CD3
+
CD8
+
CD57
+
, en com-
paración con un grupo heterogéneo de pacientes con menos de 10 años de seguimiento que las 
presentan en el 54% de los casos. 
 Sería conveniente realizar estudios funcionales en esta subpoblación de LT que permitieran 
determinar el subtipo de LT-CD4
+
 mayoritario y confirmar la capacidad efectora de los LT-
CD4
+
 y LT-CD8
+
, lo que reforzaría nuestra hipótesis de su influencia en el control de la enfer-
medad. Dichos estudios funcionales de LT incluyen ensayos clásicos de proliferación, produc-
ción de citocinas y citotoxicidad, bien en respuesta a estímulos policlonales o, idealmente, a 
antígenos tumorales asociados a mieloma 
162
 o a células tumorales autólogas 
163
. 
En cuanto a la recuperación de los valores de normalidad de las principales subpoblaciones 
linfocitarias T, sabemos que, después del trasplante, la reconstitución inmunitaria comienza con 
una rápida expansión periférica timo-independiente de linfocitos que, en nuestro estudio, se 
refleja en el aumento de los LT
 
de memoria efectores, tanto T CD4
+
 como T CD8
+
, en los pa-
cientes MM-SCR con respecto a los MM-LTCR. La recuperación de los valores normales de 
LT-CD8
+
 tras un trasplante autólogo tiene lugar de forma muy rápida, aproximadamente trans-
currido un mes 
159
 
164
 
165
lo que indica que su regeneración depende de aquella expansión extra-
tímica. 
Posteriormente, la recuperación de la timopoyesis y la consiguiente generación de nuevos 
LT naïve permitirán aumentar el repertorio T con una mayor diversidad del TCR 
128
. Los valo-
res relativos y absolutos de LT-CD4
+
 claramente disminuidos de los pacientes MM-SCR con 
respecto a los MM-LTCR, y la de éstos frente a los controles, refleja la dependencia de la fun-
ción tímica de dichos linfocitos 
166
. Es por tanto posible que la recuperación numérica de los 
LT-CD4
+
 nunca llegue a ser completa después de un TASPE, tal y como se ha descrito en pa-
cientes con linfoma a los 4-10 años  postrasplante 
132
.  
La timopoyesis, el número de LT naïve y la diversidad del repertorio es dependiente de la 
edad del paciente, siendo significativamente menor en pacientes mayores de 40-50 años 
133
. La 
mayoría de nuestros pacientes MM-LTCR eran mayores de 50 años en el momento del TASPE 
y, después de 6-19 años, no han conseguido alcanzar los niveles de LT naïve de los controles 
sanos. Teniendo en cuenta el número de años en RC posTASPE de los pacientes (>6 años) y, 
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probablemente debido al daño tímico ocasionado durante la inducción y acondicionamiento 
preTASPE 
167
 
168
 y a la reducida timopoyesis asociada a la edad 
133
, es posible que no lleguen a 
conseguirlos. Resultados similares se han descrito en paciente más jóvenes (18-59 años) tras-
plantados por linfoma a los 4-10 años postrasplante 
132
. Sería interesante, en ese sentido, llevar a 
cabo un estudio similar en pacientes no trasplantados en LTCR con el objetivo de caracterizar el 
daño tímico ocasionado durante el trasplante y su influencia en la regeneración del repertorio de 
LT; si bien habría que tener en cuenta que los pacientes no trasplantados suelen ser pacientes 
con comorbilidades asociadas o muy ancianos, lo que de por sí afecta a la función tímica y por 
tanto limitaría dicha comparación. 
Por otro lado, como ocurre en otras neoplasias 
140
, también en MM se ha descrito un marca-
do ambiente inmunosupresor, caracterizado por una disfunción de los LT convencionales, un 
aumento del número de LTreg y del ratio LTreg/Th17, y un aumento de linfocitos T exhaustos o 
anérgicos, que favorece la recaída y progresión de la enfermedad 
135
 
141
 
169
. En nuestro trabajo, 
los niveles normales de LTreg observados en los pacientes MM-LTCR con respecto a los con-
troles sanos, reflejarían la ausencia de un ambiente inmunosupresor que probablemente favorece 
el estado de RC de los pacientes. Pessoa de Magalhães et al.
161
 apoyan también esta hipótesis al 
observar una disminución de los LTreg en la MO de los pacientes MM-LTCR con respecto a 
pacientes con MM sintomáticos. Por su parte, recientemente se ha demostrado que los pacientes 
con MM trasplantados y en recaída presentan, a los 3 meses del trasplante y antes de que exista 
evidencia clínica de enfermedad, un mayor número de LT-exhaustos (CD28
-
CD57
+
PD1
+
) 
170
. 
Por ello, se ha propuesto el ratio de células T-exhaustas/T-senescentes como un biomarcador 
inmunitario de predicción de recaídas que podría ayudar en la identificación de pacientes que se 
beneficiarían de una inmunoterapia temprana. En esta tesis no hemos estudiado dicha subpobla-
ción, sin embargo, dado su interés potencial y con el fin de confirmar o descartar su elevación 
temprana en los pacientes en recaída, hemos iniciado un estudio prospectivo en pacientes con 
MM sometidos a TASPE. 
Al mencionado microambiente inmunosupresor que se genera entorno a las células mielo-
matosas, también contribuyen células mieloides como los macrófagos asociados a tumor y las 
células mieloides supresoras 
33
. La presente tesis no ha abordado el estudio de dichas subpobla-
ciones leucocitarias. Sin embargo, estudios muy recientes sugieren la utilidad de la monitoriza-
ción de sus precursores en SP como biomarcador pronóstico y apoyan su papel patogénico en la 
progresión tumoral 
139
. Más aún, la proporción de células NK y monocitos CD14
+
DR
low/- 
en el 
producto de infusión condiciona la SG posTASPE en pacientes con linfoma 
171
. 
Para concluir la caracterización inmunofenotípica de las subpoblaciones linfocitarias B y T, 
y con el fin de determinar si este patrón inmunitario es específico de pacientes con MM tras-
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plantados, se analizó el IF de pacientes trasplantados por linfoma en RC de larga duración (LF-
LTCR). Los resultados mostraron un perfil inmunitario de LT y LB muy similar al de los pa-
cientes MM-LTCR, lo que parece indicar que se trata, al menos numéricamente, de un perfil 
inmunitario característico de pacientes trasplantados en LTCR pero no específico de pacientes 
MM-LTCR. Por tanto, y aunque probablemente influenciado por el trasplante, se trata de un 
patrón inmunitario fundamental en el mantenimiento de una LTCR, que garantiza una inmuno-
vigilancia eficaz por parte de los LT efectores y una adecuada recuperación de la homeostasis 
humoral por parte de los LB. 
La función de la subpoblación de células NK está controlada por el balance entre las se-
ñales activadoras e inhibidoras de sus receptores de membrana, y se ha demostrado que su acti-
vidad es importante en la progresión de la enfermedad, no sólo en neoplasias hematológicas 
incluyendo MM, sino también en distintos tumores sólidos 
172
. Sus receptores activadores, que 
incluyen los NCRs (NKp46, Nkp30), NKG2D y DNAM entre otros, están implicados en el re-
conocimiento y eliminación de células tumorales 
173
 
174
, mientras que sus receptores inhibidores 
(KIRs y NKG2A, entre otros) evitan la citolisis de células propias por parte de las células NK.  
A diferencia de la disminución descrita en los pacientes con MM sintomáticos, en nin-
guno de nuestros pacientes en RC observamos diferencias significativas en el número de células 
NK totales con respecto a los controles sanos, lo que apoya la importancia de las células NK en 
MM y refleja la recuperación numérica de las células NK posTASPE previamente descrita
135
. 
Sin embargo, observamos una disminución del número de receptores activadores como DNAM 
y NKp46 junto a un aumento de la expresión de moléculas inhibidoras NKG2A y KIR2DL1 en 
los pacientes MM-LTCR, lo que parece indicar que las señales inhibidoras dominan sobre las 
activadoras durante el estado de RC. Curiosamente, los pacientes MM-LTCR tienen un fenotipo 
similar al descrito en las fases más avanzadas de la enfermedad 
135
 
173
, así como al asociado al 
fallo en alcanzar una RC en pacientes con leucemia mieloide aguda al diagnóstico: un aumento 
de la expresión de NKG2A y una disminución de NKp46 
175
. Es posible que durante las prime-
ras etapas posTASPE o incluso antes, tenga lugar una actividad citotóxica continua a través de 
los receptores activadores que favorezca el establecimiento de una RC. Esto supondría, a su vez, 
una regulación negativa de estos receptores (DNAM y NKp46) y un aumento de la expresión de 
los receptores inhibidores (NKG2A y KIR2DL1), dando lugar al fenotipo característico de las 
células NK con diferenciación terminal 
176
 que observamos en nuestros pacientes MM-LTCR. 
Con respecto a la molécula NKG2D, además de ser un receptor activador de células 
NK, funciona como coestimulador en los LT-CD8
+ 
naïve 
177
. La subpoblación específica de LT-
CD8
+
NKG2D
+
 se ha descrito como una subpoblación importante en la identificación y elimina-
ción de células mielomatosas 
178
. Curiosamente y aunque sin significación estadística, encon-
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tramos una reducción de esta subpoblación de LT en los pacientes MM-LTCR con respecto a 
los controles (datos no mostrados). Este hecho podría estar reflejando una expansión de LT-
CD8
+
 diferenciados, en consonancia con el mayor porcentaje de LT CD8
+
 de memoria efectores 
que observamos en los pacientes MM-LTCR.  
En virtud de todas las evidencias mencionadas, podemos comprender que la vigilancia 
inmunológica sea uno de los principales objetivos de las terapias actuales debido a que la dis-
función inmunitaria está relacionada con el desarrollo y la progresión de la enfermedad 
37
 
135
. En 
este sentido se están llevando a cabo distintas terapias celulares experimentales con células den-
dríticas pulsadas con Ag tumorales, LT citotóxicos y células NK autólogos expandidos ex vivo,  
células NK alogénicas con disparidad KIR, LT genéticamente modificados (CAR-T cells), etc. 
Además de ello, los LT y las células NK contribuyen de forma muy relevante a los mecanismos 
de acción de la inmunoterapia, en particular de los fármacos inmunomoduladores y AcMo, ya 
sea dirigidos frente a moléculas expresadas por las células mielomatosas (Elotuzumab, Daratu-
mumab), o frente a moléculas capaces de modular el SI (PD-1/PDL-1) 
179
 cuyo mecanismo de 
acción es el de potenciar esta inmunovigilancia frente a las células tumorales. No es casualidad 
que los fármacos más eficaces en la terapia de mantenimiento posTASPE sean la lenalidomida y 
bortezomib, cuya actividad anti-MM se basa en potenciar la actividad de los diferentes linfoci-
tos citotóxicos (LT citotóxicos, células NK y células NKT), en la inhibición de los LTregs o en 
el bloqueo del eje PD1/PDL1
180
. Asimismo, estos fármacos también han demostrado aumentar 
la actividad anti-MM de los AcMo 
181,182
. Actualmente son varios los ensayos clínicos en curso 
que combinan el tratamiento de los “checkpoints” (Nivolumab, Pidilizumab, Pembrolizumab) 
con IMIDs, con el fin de mejorar su eficacia clínica 
179
 
183
 
184
. 
En síntesis, nuestro estudio profundiza en el conocimiento del perfil inmunitario que puede 
estar favoreciendo el mantenimiento de una LTCR en pacientes trasplantados. Consiste en un 
incremento de LT efectores y células NK diferenciadas que permiten una vigilancia inmunitaria 
competente, junto con un aumento de células B naïve que garantiza la homeostasis de la res-
puesta humoral, incluyendo la recuperación de las CP normales que podrían competir con las 
CPM por sus nichos en la MO. Esta reposición de células B contribuye asimismo a la ausencia 
de inmunoparesia, que actualmente puede ser definida de forma más precisa como la supresión 
de la cadena no involucrada del mieloma, gracias al ensayo HLC.  
Esta inmunoparesia se ha asociado a un mayor riesgo de progresión en GMSI 
40
 y a un peor 
pronóstico en pacientes refractarios y de nuevo diagnóstico 
41
. Además, el ensayo HLC permite 
calcular el cHLC (IgGκ/IgGλ o IgAκ/IgAλ), postulado como un marcador de competencia in-
munitaria en pacientes en RC posTASPE 
145
 y cuya normalización se ha asociado a una mayor 
supervivencia en MM 
43
, y el rI/U (ej: IgGλ/IgGκ en un paciente MM-IgGλ o IgGκ/IgGλ en un 
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paciente MM-IgGκ), un biomarcador que refleja cuantitativamente el aumento de la cadena 
monoclonal involucrada y la disminución de la cadena policlonal no involucrada del MM. Este 
rI/U se ha descrito como un factor pronóstico independiente en pacientes con MM 
185
 e, igual 
que en las GMSI en las que se observa un aumento progresivo del CM sérico (también llamadas 
GMSI evolving) 
186
, se ha propuesto como un marcador capaz de identificar pacientes con GMSI 
con mayor riesgo de progresión 
146
. 
En MM, las respuestas al tratamiento son muy heterogéneas y más del 50% de los casos 
ocurren sin datos clínicos de la enfermedad, por lo que es fundamental disponer de marcadores 
de recaída 
136
 
137
 que nos permitan identificar pacientes que se beneficiarían de un tratamiento 
precoz. En este sentido, es cierto que independientemente de la edad y del riesgo 
98
, el estudio 
de EMR es el principal factor de supervivencia en MM, tanto en pacientes trasplantados 
69
 como 
en pacientes no trasplantados, siendo un criterio esencial en la monitorización y evaluación de la 
respuesta 
99
 
104
 
187
. Sin embargo, no es posible realizar un aspirado de MO cada pocos meses. 
Por ello, nuestro objetivo ha sido evaluar el valor del test HLC, factible en muestras de suero, en 
la predicción de recaídas en pacientes con MM en RC posTASPE.  
Así, en los pacientes con MM-IgGκ e IgGλ que recaerán, observamos una elevación precoz 
del rI/U y diferencias significativas del mismo entre las muestras basales y las de pre-recaída. 
En concreto, el r I/U se eleva antes que los niveles de Igs y antes que el cHLC en los pacientes 
IgGλ. Sin embargo, los valores que clásicamente se emplean en el seguimiento de los pacientes 
con MM como son las Ig totales, el cCLL o la IFJ de suero, no anticipan la recaída. Esto refuer-
za la utilidad del ensayo HLC, y más concretamente del rI/U, en la identificación de pacientes 
trasplantados con MM-IgG que en RC tienen mayor riesgo de progresión. También en los pa-
cientes con MM-IgA en recaída se observa una diferencia del rI/U (17.7 vs 123) proporcional-
mente mayor que la observada para los niveles de IgA totales (267.8 vs 474.1), aunque no al-
canza significación estadística probablemente debido al escaso número de pacientes con MM-
IgA analizados. 
En cuanto a las posibles explicaciones para este hallazgo, dado que el rI/U es presumible-
mente el parámetro que mejor refleja el descenso de la cadena no involucrada del mieloma, 
postulamos que la supresión de las CP normales podría ser un requisito para la recaída de la 
enfermedad, tal y como se ha sugerido en la transformación de la GMSI a MM 
146
. En nuestra 
cohorte hay un 50% de pacientes con MM-IgA en recaída al final del seguimiento. Este hallazgo 
coincide con el peor pronóstico asociado al MM-IgA, que puede deberse al menor peso de la 
producción de la cadena IgA no involucrada en la recaída, en virtud de los menores niveles tota-
les de IgA que hay en individuos sanos. Lo mismo ocurre en la transformación de la GMSI 
IgA
146
. 
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Dicho de otra manera, nuestros resultados apoyan la idea de que niveles elevados de cadena 
no involucrada, y por tanto niveles elevados de CP normales, podrían evitar la invasión de CP 
clonales en los nichos medulares y la aparición de recaídas, tal y como se ha demostrado en un 
modelo experimental por Paiva et al 
188
. Sin embargo, son necesarios estudios adicionales que 
permitan confirmar si esta disminución de la cadena no involucrada (traducida como un aumen-
to del rI/U) precede a la recaída de la enfermedad. 
Por su parte, aunque el rI/U se mantiene constante en el tiempo en el grupo de pacientes con 
MM-IgG en RP y en RC, los niveles basales del rI/U son más elevados en los pacientes en RP 
que en los pacientes en RC (4.43 vs 1.37), no siendo esta diferencia tan marcada proporcional-
mente en los niveles basales totales de IgG (1017 vs 1260). Por tanto, postulamos que, además 
de la evidente influencia de la presencia del CM en el aumento del rI/U, esta diferencia podría 
también estar favorecida por una inmunosupresión moderada de la cadena no involucrada indu-
cida por el CM en los pacientes en RP, lo que podría indicar la necesidad de una monitorización 
más estrecha en los mismos.  
Adicionalmente, la normalización del cHLC en los pacientes en MM-LTCR con EMR nega-
tiva (tabla 12) indican la ausencia de inmunoparesia y la recuperación de la respuesta humoral 
normal 
145
, apoyando así la utilidad del ensayo HLC como un marcador de competencia inmuni-
taria en pacientes trasplantados. Por tanto, y aunque son necesarios más estudios de validación, 
nuestros resultados apoyan la utilidad del ensayo HLC no sólo como marcador precoz de recaí-
das de pacientes en RC sino también como marcador de la competencia inmunitaria en pacientes 
trasplantados. 
En resumen, nuestro estudio supone un primer paso en la definición del papel de los estu-
dios inmunológicos para la identificación de distintos grupos de pacientes en términos de res-
puesta terapéutica al TASPE. De forma similar, Paiva et al han publicado recientemente que el 
perfil inmunológico en la MO puede contribuir a la identificación de pacientes con pronósticos 
distintos entre los pacientes con MM no candidatos al trasplante 
98
.  
Estudios prospectivos similares que evalúen la respuesta inmunitaria tanto al TASPE como 
a las nuevas terapias, son fundamentales para poder determinar si el patrón de recuperación 
inmunitaria alcanzado en los pacientes MM-LTCR garantiza, al menos en parte, el manteni-
miento de la RC de los pacientes. Asimismo, sería conveniente analizar el perfil inmunitario de 
los pacientes en RP de larga supervivencia y de los pacientes que alcanzan RC sin TASPE. És-
tos últimos nos permitirán dilucidar si la distribución de las subpoblaciones linfocitarias descri-
tas en esta tesis, es consecuencia del TASPE o de la quimioterapia preTASPE. No menos im-
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portante será determinar si este perfil inmunitario aparece al diagnóstico cuando el SI es todavía 
competente. 
En otras palabras, estos estudios inmunológicos nos permitirán evaluar, en el escenario te-
rapéutico actual, con nuevos fármacos y estrategias de mantenimiento, el papel de la reconstitu-
ción inmunitaria de los pacientes con MM; y aportarán luz sobre la patogénesis del MM y el 
perfil inmunitario idóneo para garantizar una RC, que serán, a su vez, claves para el desarrollo 
de nuevas inmunoterapias y, llegado el caso, para la curación en estos enfermos. 
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1. Los pacientes con MM-LTCR sometidos a TASPE presentan un perfil inmunitario esta-
ble que se caracteriza por:  
a. Un mayor número de LT de memoria efectora que pueden garantizar una in-
munovigilancia eficaz. 
b. Un aumento de los LB naïve que reflejan una adecuada recuperación de la 
homeostasis humoral. 
c. Un fenotipo de células NK semejante al de las células NK con diferenciación 
terminal. 
 
2. Este patrón inmunitario aparece durante los primeros años posTASPE y se mantiene es-
table en el tiempo. 
 
3. Este perfil inmunitario parece asociarse al TASPE y no a la patología de base, ya que, al 
menos numéricamente, es similar al observado en pacientes trasplantados por linfoma 
en LTCR.  
 
4. Dada la importancia del sistema inmunitario en el MM, es probable que este patrón in-
munitario contribuya al mantenimiento del estado de RC y a evitar recaídas, siendo re-
comendable su estudio para la identificación de nuevos biomarcadores en MM. 
 
5. El ratio de la Ig involucrada/no involucrada podría tratarse de un buen biomarcador, 
más útil que los niveles de Igs totales y que las CLL, en la predicción precoz de recaídas 
en pacientes con MM posTASPE. 
 
6. El cHLC está normalizado en los pacientes MM-LTCR, por lo que también podría tra-
tarse de un buen marcador de competencia inmunitaria.  
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ORIGINAL ARTICLE
Multiple myeloma patients in long-term complete response
after autologous stem cell transplantation express a particular
immune signature with potential prognostic implication
A Arteche-López1, A Kreutzman2, A Alegre3, P Sanz Martín1, B Aguado3, M González-Pardo3, M Espiño4, LM Villar4, D García Belmonte5,
R de la Cámara5 and C Muñoz-Calleja2
The proportion of multiple myeloma patients in long-term complete response (LTCR-MM) for more than 6 years after autologous
stem cell transplantation (ASCT) is small. To evaluate whether this LTCR is associated with a particular immune signature, peripheral
blood samples from 13 LTCR-MM after ASCT and healthy blood donors (HBD) were analysed. Subpopulations of T-cells (naïve,
effector, central memory and regulatory), B-cells (naïve, marginal zone-like, class-switched memory, transitional and plasmablasts)
and NK-cells expressing inhibitory and activating receptors were quantiﬁed by multiparametric ﬂow cytometry (MFC). Heavy/light
chains (HLC) were quantiﬁed by nephelometry. The percentage of CD4+ T-cells was lower in patients, whereas an increment in the
percentage of CD4+ and CD8+ effector memory T-cells was associated with the LTCR. Regulatory T-cells and NK-cells were similar in
both groups but a particular redistribution of inhibitory and activating receptors in NK-cells were found in patients. Regarding
B-cells, an increase in naïve cells and a corresponding reduction in marginal zone-like and class-switched memory B-cells was
observed. The HLC values were normal. Our results suggest that LTCR-MM patients express a particular immune signature, which
probably reﬂects a ‘high quality’ immune reconstitution that could exert a competent anti-tumor immunological surveillance along
with a recovery of the humoral immunity.
Bone Marrow Transplantation advance online publication, 3 April 2017; doi:10.1038/bmt.2017.29
INTRODUCTION
Multiple myeloma (MM) is a biologically heterogeneous disease
with great variability among patients in terms of response to
therapy and overall survival (OS). In the last decade, several novel
agents such as immunomodulators (thalidomide, lenalidomide
and pomalidomide) and proteasome inhibitors (bortezomib and
carﬁlzomib) have been approved for the treatment of MM.1–4 With
these new drugs and the introduction of high-dose therapy
followed by autologous stem cell transplantation (HDT/ASCT) in
eligible patients, the response rates and OS have signiﬁcantly
improved, changing life expectancy of MM patients.1,5–7
It is well documented that achieving a complete response (CR)
after HDT/ASCT is associated with a longer survival, thus making
CR the most important prognostic factor in this setting.1,8–11
However, the spectrum of long-term outcomes in patients who
achieve CR is heterogeneous, including patients who will lose their
CR status during the ﬁrst year and few patients who will remain in
sustained CR for more than 10 years, who may be considered as
potentially cured.12 The identiﬁcation of these patients is crucial,
but little is known about other characteristics apart from the
persistence of a negative minimal residual disease (MRD) that
could predict a sustained CR.13–17 Interestingly, several studies
revealed that the absolute lymphocyte count recovery is
associated with a longer OS in MM,18,19 suggesting that immune
reconstitution after HDT/ASCT determines the duration of the
relapse free period. As a matter of fact, many qualitative and
quantitative alterations of different immune parameters have
been described in MM patients.20,21 Among others, there is an
expansion of cytotoxic lymphocytes that could partially control
the progression of the disease,22,23 but the tumoral cells will
eventually escape their control in probable relationship to
a marked immunosuppressive microenvironment, as supported
by the reported increased in regulatory T-cells (Tregs) and the
Treg/Th17 ratio in relapsed MM patients.24,25
The ‘Heavy/Light Chain’ (HLC) nephelometric/turbidimetric
assay accurately quantiﬁes the speciﬁc pairs of each HLC of the
involved and uninvolved immunoglobulin (Ig) in the serum (IgGκ,
IgGλ, IgAκ, IgAλ), enabling the calculation of the monoclonal/
polyclonal Ig ratios (HLC ratios). This test speciﬁcally allows the
quantiﬁcation of the tumoral Ig of the patient and, even more
interesting, evaluates the immunoparesis in terms of suppression
of the speciﬁc pair of the uninvolved Ig of the same isotype of the
tumor.26–28
Even though the quantitative recovery of lymphocytes may play
a critical role in the prognosis of MM patients, it is not yet known
whether LTCR-MM patients after HDT/ASCT are characterized by
a particular immune signature reﬂecting the recovery of an
efﬁcient anti-tumor surveillance.
Our aim was therefore to correlate different parameters of
immune reconstitution, including the HLC and the quantiﬁcation
of different lymphoid subpopulations, with the achievement of
LTCR following HDT/ASCT in MM patients.
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MATERIALS AND METHODS
Study patients and samples
The study included a total of 13 LTCR-MM patients (7 males and 6 females;
median age: 61) after HDT/ASCT and 15 voluntary and altruist
age-matched healthy blood donors (HBD) as control arm. The patients
were in LTCR for more than 6 years and less than 19 years after ASCT.
Samples were collected randomly at different times, but minimum 6 years
after ASCT. The speciﬁc time point when samples were acquired for
analysis is indicated in Table 1. In order to conﬁrm their speciﬁc immune
signature, the analysis was repeated in the same LTCR-MM patients 1 year
after the ﬁrst analysis was done. All patients were treated since diagnosis at
the Haematology Department of the University Hospital La Princesa in
Madrid (Spain) during the years 1995–2009. Patients and HBDs signed an
informed consent form according to the Declaration of Helsinki. The study
was approved by the local ethical committee.
Analysis of the immunophenotype and the minimal residual
disease by multiparametric ﬂow cytometry
EDTA-anticoagulated fresh peripheral blood (PB) and a serum tube were
obtained from each subject. Serum was immediately separated by
centrifugation (20 min at 2000 g), aliquoted and stored at − 80 °C.
Erythrocyte-lysed whole PB samples were immunophenotyped with an
immunoﬂuorescence stain-and-then-lyse technique, using a comprehen-
sive 8-color ﬂow cytometry panel within the 24 h after the samples were
obtained. The monoclonal antibody (mAb) combinations for T-, B-, Treg
and NK-cells subsets in PB are shown in Table 2. Following the consensus
guidelines, the presence of minimal residual disease (MRD) was studied in
the bone marrow (BM) of patients by 8 color MFC29 with the Ab
combination showed in Table 2.
The data acquisition was performed in a FACSCanto II ﬂow cytometer
(Becton Dickinson Biosciences (BD), San Jose, CA, USA) using the FACSDiva
software (version 6.1). For the PB phenotyping, 100 000 events were
acquired from tubes T, B and NK, and 1 000 000 from Treg tube. To study
MRD in the BM, 5000 plasmatic cells (PCs) were analysed from each tube.
The following maturation-associated CD19+CD20+ B-cell subsets were
identiﬁed: naïve B-cells (CD27−IgM+IgD+), class-switched memory B-cells
(CD27+IgM−IgD−), marginal zone-like B-cells (CD27+IgM+IgD+), transitional
(CD27−CD10+CD38+) and plasmablasts (CD20−CD27++CD38++). In relation to
CD4+ and CD8+ T-cells, the following subsets were identiﬁed: naïve T-cells
(CD27+CCR7+CD45RA+), central memory T-cells (CD27+CCR7+CD45RA−) and
effector memory T-cells (CD27−CCR7−CD45RA+/− ). NK and Treg cells were
deﬁned as CD3−CD56+ and CD3+CD4+CD25highCD127−, respectively.
The comprehensive ﬂow cytometry strategy to identify the different
lymphoid subsets is shown in the Supplementary Figure 1.
Heavy/light chain (HLC) assay and serum parameters
Each serum sample was tested for total Ig concentrations by immunone-
phelometry (Immage800, Beckman Coulter, CA, USA) and, depending
on the isotype, the corresponding HLC concentration (that is, IgGк,
IgGλ, IgAк, IgAλ or IgMк, IgMλ) was quantiﬁed by immunonephelo-
metry using Hevylite reagents in a Binding Site SPAPLUS Analyser
provided by the manufacturer (The Binding Site, Birmingham, UK).
HLC ratios were determined for each isotype (IgGк/IgGλ, IgAк/IgAλ,
IgMк/IgMλ).
Immunoparesis was deﬁned as a reduction below the lower normal
limit in the levels of 1 or 2 of the uninvolved Igs30 (for example, in
a MM IgG patient, a reduction of 425% of the lower normal reference
range of IgA and/or IgM concentrations). Conventional parameters
such as beta-2-microglobulin, FLC ratios, creatinine, calcium, total protein,
albumin and haemoglobin were also assessed by standard techniques.
Immunoelectrophoresis and immunoﬁxation were run on Sebia Hidrasys
(Sebia, Evry, France).
Statistics
Quantitative variables are expressed as measures of central tendency
(mean) and dispersion (s.d.) and were analyzed using the Kruskal–Wallis
test for heteroscedasticity variances to evaluate differences among the
studied groups. A posteriori test was carried out to compare the control
group with the two patient’s group (patients and patients +1 year),
independently of each other. A Wilcoxon-matched test was used to
compare a patient under group ‘patients’ with the status of the same
patient in the second group ‘patients +1 year’. Signiﬁcance was set at a
value of P⩽ 0.05 (*Po0.05; **Po0.01). Statistical analysis was performed
using GraphPad Prism software (version 5.0; GraphPad, La Jolla, CA, USA).
RESULTS
Patient characteristics
Patient characteristics and therapy details are summarized in
Table 1. All patients included in this study were in stringent
complete response (sCR) for at least 6 years according to the
International Myeloma Working Group (IMWG) criteria31 and had
no evidence of autoimmune disease. Furthermore, the percentage
and phenotype of PC in the BM was studied by MFC. Supporting
a sCR, all of the patients but two whose BM were not available,
had less than 1.5% of PC and were MRD-negative at a sensitivity
level of 10− 4 up to 10− 5 (Table 3).
The median follow-up in sCR in this study was 8 years (range 6–19).
The response before ASCT was also evaluated according to the
Table 1. Patients characteristics
N º Age Gender MM
type
Time after
ASCT (years)
Pre-ASCT response Cytogenetics b-2M (mg/dL) Stage (DS/ISS) Induction treatment Conditioning
1 43 M BJ κ 6 VGPR FISH-: t(11;14), t(4;14),
t(14;16)
Normal IIB/2 VAD Mel 200
2 61 F BJ λ 7 PR Normal Normal IIA/1 VAD/VBCMP BuMel
3 64 F IgG k 8 CR NA High (5,33) IIA/2 VBCMP/VBAD Mel 140
4 71 M IgG k 11 VGPR NA Normal IIIA/3 RT+VBCMP/VBAD Mel 200
5 61 M IgG k 13 VGPR Trisomy 11 High (2,61) IIIA/3 RT+VAD BuMel
6 51 M IgG κ 6 VGPR NA Normal IIA/2 TD Mel 200
7 53 F IgG κ 7 CR NA Normal IIA/1 TVD Mel 200
8 60 M IgG κ 19 CR NA Normal IIIB/1 VAD BuMel
9 67 F IgG κ 19 PR NA Normal IIIA/1 VAD/VCAD BuMel
10 70 M IgG κ 16 VGPR NA High (16) IIIA/3 RT/VAD BuMel
11 60 F BJ λ 15 CR Normal Normal IIIA/1 VAD BuMel
12 59 M IgA λ 8 CR Normal karyotype
FISH-:13q14, 17p13, 14q32
Normal IIA/1 RT/VAD Mel 200
13 64 F IgG k 8 CR NA High (5,33) IIA/2 VBCMP-VBAD Mel 140
Abbreviations: ASCT= autologous stem cell transplantation; b-2M=beta-2-microglobulin; Bu=busulphan; CR= complete response; F: female; M=male;
Mel=melphalan; NA=not available; PR=partial response; RT= radiotherapy; TD= thalidomide-dexamethasone; TVD= thalidomide-vincristine-dexametha-
sone; VAD= vincristine-doxorubicin-dexamethasone; VBAD= vincristine-carmustine-doxorubicin-dexamethasone; VBCMP= vincristine-carmustine-melphalan-
cyclophosphamide-prednisone; VCAD= vincristine-cyclophosphamide-adriamycin-desamethasone; VGPR= very good partial response.
Immune signature in LTCR-MM
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Table 2. Antibody panel used in the phenotyping of peripheral blood T, B, and NK-cell subsets, and for the detection of minimal residual disease in
the bone marrow
Tube FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7 PB
Tube T CD45RA CCR7 CD3 — CD27 CD8 CD4
PB Tube B IgD CD27 CD38 CD19 IgM CD10 CD20
Tube NK NKG2C NKp46 CD3 NKG2D NKG2A CD8 CD56
Tube NK
Tube Treg
DNAM-1 KIRD2L1/S1 KIR2DL1 CD3
CD25
KIR2DL4
CD127
CD8
CD3
CD56
CD4
BM Tube 1 CD38 CD56 CD45 CD19 CD138 CD81
Tube 2 CD38 CD28/CD117 CD45 CD19 CD138 CD27
Abbreviations: BM=bone marrow; PB=peripheral blood.
Table 3. Clinical characteristics that supports the stage of stringent complete response according to the IMWG criteria
N º Isotype EEF IF in serum/urine FLC ratio (0.25-1.66) Cytology: %PC in BM MFC: %PC in BM PC’s IP MRD by MFC
1 BJ κ Normal Polyclonal/negative 1,02 No observed 0,10% Normal Negative
2 BJ λ Normal Polyclonal/negative 0,61 2% 0,40% Normal Negative
3 IgG k Normal Polyclonal/negative 0,97 NA NA NA NA
4 IgG k Normal Polyclonal/negative 0,65 3% 1,30% Normal Negative
5 IgG k Normal Polyclonal/negative 1,15 2% 0,80% Normal Negative
6 IgG κ Normal Polyclonal/negative 0,53 2% 0,30% Normal Negative
7 IgG κ Normal Polyclonal/negative 1,13 2% 0,30% Normal Negative
8 IgG κ Normal Polyclonal/negative 0,81 4% 0,60% Normal Negative
9 IgG κ Normal Polyclonal/negative 0,72 2% 0,80% Normal Negative
10 IgG κ Normal Polyclonal/negative 0,83 1% 0,50% Normal Negative
11 BJ λ Normal Polyclonal/negative 0,88 NA 0,10% Normal Negative
12 IgA λ Normal Polyclonal/negative 0,48 NA NA NA NA
13 IgG k Normal Polyclonal/negative 0,97 2% 0,25% Normal Negative
Abbreviations: BM=bone marrow; EEF= electrophoresis; FLC= free light chains; IF= immunoﬁxation; IP= immunophenotype; MFC=multiparametric ﬂow
cytometry; MRD=minimal residual disease; NA= not available; PC=plasma cells.
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Figure 1. Distribution of CD4+ T-cells and CD8+ T-cells subsets in peripheral blood from LTCR-MM patients (n= 13) and age-matched healthy
adults (n= 15). The proportions of (a) CD4+ T-cells from total lymphocytes, (b) CD4+ naïve T-cells (CD27+CCR7+CD45RA+) from total
CD4+ T-cells, (c) CD4+ effector memory T-cells (CD27−CCR7−CD45RA−and CD27−CCR7−CD45RA+) from total CD4+ T-cells. The proportion of
(d) CD8+ T-lymphocytes from total lymphocytes, (e) CD8+ naïve T-cells (CD27+CCR7+CD45RA+) from total CD8+ T-cells, (f) CD8+ effector
memory T-cells (CD27−CCR7−CD45RA+/− ) from total CD8+ T-cells. ‘P’ value refers to the Kruskal–Wallis test results and the ‘*’ to the a posteriori
test (only statistical differences are marked with * if Po0.05 or with ** if Po0.01). Scales vary depending on the subpopulation analysed.
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IMWG criteria.31,32 Induction treatment was performed with
vincristine-doxorubicin-dexamethasone (VAD) and alternate
VBCMP/VBAD (vincristine-carmustine-melphalan-cyclophospha-
mide-prednisone/vincristine-carmustine-doxorubicin-dexametha-
sone) chemotherapy. As conditioning therapy for ASCT, high-dose
melphalan was used in seven patients and busulphan plus
melphalan in six patients. Two patients received a new drug:
low-dose thalidomide as maintenance during 2 years post-ASCT.
Apart from these two cases and a short period of monthly
low-dose dexamethasone in other four patients during less than
2 years, no other maintenance treatment was administered to this
population.
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Figure 2. Expression of activating and inhibitory receptors in NK-cells in the peripheral blood from LTCR-MM patients (n= 13) and
age-matched healthy adults (n= 15). (a) The proportion of NK-cells (deﬁned as CD3−CD56+) from total lymphocytes, and expression in NK-cells
of (b) KIR2DL1+, (c) NKG2A+ and (d) NKp46+ are shown. (e) Expression of NKG2D+ in CD8+ T-cells. ‘P’ value refers to the Kruskal–Wallis test
results and the ‘*’ to the a posteriori test (only statistical differences are marked with * if Po0.05 or with ** if Po0.01). Scales vary depending
on the subpopulation analysed.
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Figure 3. Distribution of B-cells subsets in peripheral blood from LTCR-MM patients (n= 13) and age-matched healthy adults (n= 15).
The proportion of (a) total B-cells from lymphocytes, (b) naïve B-cells (CD27−IgD+IgM+) from total B-cells, (c) marginal zone-like B-cells
(CD27+IgD+IgM+) from total B-cells and (d) class-switched memory B-cells (CD27+IgD−IgM−) from total B-cells are shown. ‘P’ value refers to the
Kruskal–Wallis test results and the ‘*’ to the a posteriori test (only statistical differences are marked with * if Po0.05 or with ** if Po0.01).
Scales vary depending on the subpopulation analysed.
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LTCR-MM patients have decreased proportion of naïve T-cells, and
a corresponding increased percentage of effector T-cells in the
peripheral blood
The distribution of T-cell subsets in the PB of LTCR-MM patients and
HBD was compared. The patients had a lower percentage of total
CD4+ T-cells (P=0.0004) together with a decrease in the naïve
CD4+ T-cells (CD27+CCR7+CD45RA+) population (P=0.0004) and an
increment of the effector memory CD4+ T-cells (CD27−CCR7−)
(P=0.0028), which include both CD27−CCR7−CD45RA− and
CD27−CCR7−CD45RA+ cells (Figures 1a–c).
Similar results were found within the CD8+ T-cells. Although no
differences were observed in the proportion of total CD8+ T-cells
(P= 0.1236; Figure 1d), an increment in the percentage of effector
memory CD8+ T-cells (P= 0.0084; Figure 1f), both CD27−CCR7−
CD45RA− and CD27−CCR7−CD45RA+). Conversely, naïve CD8+
T-cells (CD27+CCR7+CD45RA+) were clearly decreased in patients
(P= 0.0007; Figure 1e).
When the analysis was repeated in the same LTCR-MM patients
1 year after the ﬁrst analysis, no changes were detected neither
when analysed as a group (see columns ‘patients+1 year’ in
Figure 1) nor when analysed individually (data not shown).
No differences were observed in the Tregs deﬁned as CD4+
CD25highCD127− (data not shown).
LTCR-MM patients have increased percentage of NK-cells
expressing KIR2DL1+ but a decrease of those expressing NKp46+
and a decreased number of CD8+ T-cells expressing NKG2D+
The proportion of total NK-cells was similar in patients and HBD
(Figure 2a). However, patients showed higher expression of the
inhibitory receptor KIR2DL1+ (P= 0.0326), a higher expression of
NKG2A+ in the NK-cell population (P= 0.0206) and lower expres-
sion of the activating receptor NKp46+ (P= 0.0146) (Figures 2b–d).
A reduction in the expression of NKG2D+ in the CD8+ T-cell
population was also observed in patients (P= 0.0019) (Figure 2e).
Similar to T-cells, this NK-cell proﬁle was maintained after 1 year in
the same patients when analysed individually (data not shown).
Distribution of the B-cell subpopulations in the peripheral blood of
LTCR-MM patients and healthy blood donors
The mean of the percentage of total B-cells (CD19+CD20+) in the
patients was within the normal range and no signiﬁcant differences
were found when compared to HBD (Figure 3a). Even though the
range of percentage values in patients was quite wide, the speciﬁc
percentage of B-cells was maintained in the same patient 1 year
after (data not shown). However, naïve B-cells (CD27−IgD+IgM+)
proportion was higher in patients (Figure 3b; P=0.0308), and
a corresponding reduction of marginal zone-like B-cells
(CD27+IgD+IgM+, P=0.0047) and class-switched memory B-cells
(CD27+IgD−IgM−, P=0.0043) was observed (Figures 3c and d). The
immune signature of the B-cells was unchanged when patients
were evaluated one year later either as a whole (see columns
‘patients+1 year’ in Figure 3) or individually (data not shown).
No differences were observed in the percentage of transitional
B-cells (CD27−CD10+CD38+) or plasmablasts (CD27++ CD38++) in
the PB of the two groups (data not shown).
HLC ratios values of LTCR-MM patients
To accurately evaluate the CR status and the immune reconstitu-
tion in our patients, we quantiﬁed all the Igs as well as the
individual isotypes of the patient’s affected Ig (Table 4). With the
only exception of patient 1 who showed a moderate hypo-
gammaglobulinemia, no immunosuppression and/or altered
HLC ratios were observed in LTCR-MM patients, agreeing with
the CR stage of the patients and the complete reconstitution of
their humoral immunity (Table 4).
DISCUSSION
Recent studies have reported a survival rate of 15% approximately
after 10–15 years of the HDT/ASCT5,6 when the relapse rate is very
low. These patients could have achieved an ‘operational cure’
associated to a particular immune reconstitution proﬁle, which
has not been deﬁned yet.12 Therefore, we aimed to analyse
the distribution of T-, NK- and B-cell subpopulations and
the immunoparesis in LTCR-MM patients after ASCT. An important
increment of the percentage of both CD4+ and CD8+ effector
memory T-cells was found in parallel to an increase of naïve B-cells
proportions and a redistribution of activating and inhibitory
NK-cell receptors. Furthermore, this immune proﬁle was conﬁrmed
1 year later in the same LTCR-MM patients, suggesting a speciﬁc
immune signature after the ASCT that remains stable while
being in CR.
In particular, we evidence an increment of naïve B-cells and
a reduction of marginal and class-switched B-cells, which would
restore the repertoire of the humoral immune response and the
recovery of normal plasma cells. The absence of immunoparesis in
these patients is in accordance to this recovery. These ﬁndings on
B-cells are similar to those obtained by Pessoa de Magalhães et al.,
although the differences between their LTCR-MM and controls
did not reach statistical signiﬁcance, in probable relationship
to different immunophenotypic approaches to identify the
B-cell subsets.33
In LTCR-MM patients, we also ﬁnd a reduction of total
CD4+ T-cells and a decrease of naïve CD4+ and CD8+ T-cells
compared to HBD. On the contrary, there is an increase of the
effector CD4+ and CD8+ T-cell populations and normal proportions
of Tregs, suggesting an efﬁcient mechanism to control tumor
growth, achieve a CR and maintain an efﬁcacious immune
surveillance. Altogether, these results reinforce the idea of the
relevant role of T-cells, including conventional T-cells, Tregs and
exhausted T-cells, in myelomagenesis and in the clinical outcome
Table 4. Concentration of serum Ig and heavy/light chains and values of heavy/light chain ratios of LTCR-MM patients
N º MM
type
IgG
(800–1600 mg/dL)
IgA
(100–300 mg/dL)
IgM
(80–250 mg/dL)
IgGκ
(434–1218 mg/dL)
IgGλ
(237–591 mg/dL)
IgAκ
(43–236 mg/dL)
IgAκ
(40–173 mg/dL)
IgGκ/IgGλ
ratio (1.26–3.2)
IgAκ/IgAλ ratio
(0,58–2,52)
1 BJ κ 783 64,3 52,1
2 BJ λ 1080 185 58,7
3 IgG k 1760 281 240 880,6 797,1 1,10
4 IgG k 1090 404 173 392,5 317,5 1,24
5 IgG k 734 337 91,4 269 239,5 1,12
6 IgG κ 980 158 64.6 396,8 236,3 1,68
7 IgG κ 575 270 96,5 196,5 154,2 1,27
8 IgG κ 1820 245 129 707,5 654,3 1,08
9 IgG κ 1370 426 84,1 582,3 431,3 1,35
10 IgG κ 1490 400 82 NA NA NA
11 BJ λ 1230 223 80,1
12 IgA λ 940 222 112 103,7 78,5 1,32
13 IgG k 1650 270 203 511,3 356,7 1,43
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of MM patients, as has been thoroughly reviewed by Dosani
et al.21 The knowledge of the role of the immune system in the
achievement of a long-term remission is of signiﬁcance, not only
for the development of immunotherapies, but also for the
identiﬁcation of predictive immune biomarkers. In fact, the T-cell
exhaustion/senescence ratio has been recently proposed as an
interesting immune biomarker, since relapsing patients have
higher numbers of exhausted T-cells at +3 months after the
transplant but before detection of clinical disease, thus identifying
MM patients who could beneﬁt from an early immunotherapy
after the ASCT.34,35
The NK-cell population, functionally controlled by the balance
of activating and inhibitory signals,36 also plays an important role
in controlling the progression of MM.37 Different activating
receptors such as the natural cytotoxic receptor NKp46, DNAM-1
and NKG2D have all been implicated in tumor recognition and
killing, including MM.38,39 In our study, we observed a decreased
number of activating receptors like NKp46 together with a trend
of increased expression of the inhibitory molecules NKG2A and
KIR2DL1 in LTCR-MM patients compared to controls. Therefore,
some inhibitory signals seem to dominate in the NK-cells of
LTCR-MM patients. It is possible that, in early stages after ASCT or
even before, a continuous cytotoxic activity against myeloma cells
is exerted by the activating signals of the NK-cells to achieve a CR,
which would lead to a downregulation of these activating signals
and to an increased expression of inhibitory receptors (NKG2A and
KIR2DL1), conforming the characteristic phenotype of terminally
differentiated NK-cells.40
NKG2D has been described as a costimulatory receptor
for human naïve CD8+ T-cells.41 This speciﬁc population
(CD8+NKG2D+ T-cells) not only plays a critical role in identifying
and killing autologous myeloma cells but also seems to improve
the survival rate after transplantation.42 Interestingly, we ﬁnd
a reduction of NKG2D+ in CD8+ T-cells from LTCR-MM patients
compared to controls, which could reﬂect the expansion of
terminally differentiated CD8+ T-cells that might have down-
regulated this receptor.
The HLC assay is a promising tool since it can evaluate the
immune reconstitution due to its capacity of measuring the
suppression of the uninvolved HLC-pair (for example, measure-
ment of IgAκ in a patient with IgAλ).26,28 None of our LTCR-MM
patients had altered HLC ratio and therefore, they had no HLC-pair
suppression, in accordance with the recovery of a normal humoral
immunity.43
Immune dysfunction is related to the development and
progression of MM.20,21 In particular, lymphoid cells are signiﬁ-
cantly altered in myelomagenesis, and their dysfunction closely
mirrors the course of the disease.21 They are therefore appealing
candidates for immunotherapy approaches aimed at exploiting,
increasing or restoring the myeloma immunosurveillance and
disease control. In particular, both T- and NK-cells are already
known to have integral roles in the mechanisms of action of
currently explored immunotherapies, particularly those of immu-
nomodulatory drugs and mAbs—including elotuzumab, daratu-
mumab and immune checkpoints modulators.44 It is not in vain
that the most efﬁcacious drugs in the maintenance therapy
after ASCT are lenalidomide and bortezomib, which rely on
the functional activity of the different cytotoxic lymphocytes
(cytotoxic T-cells, NK-cells and NKT cells) and the inhibition of
Tregs to exert some of their anti-MM effects. Moreover, both
lenalidomide and bortezomib have demonstrated to enhance
the anti-MM activity of elotuzumab and daratumumab.45,46
Our study provides knowledge of the immune proﬁle that
might be worth aiming for through modern immunomodulatory
maintenance therapies, which consists on an increment of effector
T-cells and terminally differentiated NK-cells that probably exert
a competent immune surveillance. Conversely, the increase of
naïve B-cells may guarantee the humoral response homeostasis,
including the recovery of normal plasma cells that might compete
with myelomatous cells for normal bone marrow niches. This
replenishment of B-cells may contribute to the absence of
immunoparesis, what can be better currently evaluated by the
HLC-pair suppression. Possibly, in the near future, the HLC assay
could be used not only as a marker of MRD but also as a potential
marker of robust immune recovery.
The precise role of these reﬁned immune studies in the
monitoring and therapeutic decisions in MM patients, and also in
the duration of sCR, should be deﬁned in the future. As a ﬁrst step
in this effort, Paiva et al. has recently published that immune
proﬁling in BM might allow the identiﬁcation of patients with
different outcomes in transplant-ineligible MM patients.47 Of
importance, prospective similar studies with the different thera-
pies currently used are required to determine whether the
immune recovery pattern of LTCR-MM patients differs from that
of patients who achieve sCR and that will eventually relapse.
In other words, it is important to determine whether these
ﬁndings can be used as a prognostic predictive testing and if they
are reproducible in the current therapeutic scenario which
includes new proteasome inhibitors, IMIDs, mAbs and other
immune strategies to evaluate the role of immunomodulatory
drugs and maintenance strategies.
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Involved/uninvolved heavy/light chain index can predict
progression in transplanted multiple myeloma patients
Bone Marrow Transplantation (2017) 52, 1206–1207;
doi:10.1038/bmt.2017.97; published online 5 June 2017
Multiple myeloma (MM) is a neoplastic plasma-cell disorder
characterized by clonal proliferation of malignant plasma cells in
the bone marrow microenvironment, the presence of monoclonal
protein in the blood or urine and associated organ dysfunction.1 In
recent decades, the widespread use of autologous stem cell
transplantation (ASCT) and the introduction into clinical practice
of the novel agents, including proteasome inhibitors (bortezomib)
and the immunomodulatory derivatives thalidomide and lenali-
domide, have signiﬁcantly contributed to major advances in MM
therapy and prognosis.2,3 Nonetheless, MM remains incurable, and
the majority of patients eventually relapse after a variable period
of time.
Current criteria for determining progressive disease and relapse
are principally based on elevations in monoclonal protein
(M-protein) or free light chains (FLC).4 Bone marrow plasma cell
percentage and imaging techniques, such as positron emission
tomography (PET) and magnetic resonance imaging are used to
conﬁrm progression, particularly in the case of MM patients
without measurable M-protein.
There is a need to identify biomarkers that accurately predict
relapse or progression to initiate salvage therapy that prevents
serious complications such as end-organ damage.
Different parameters, such as circulating and bone marrow
plasma cells or the combination of ﬂuorodeoxyglucose-positron
emission tomography/computed tomography (FDG-PET/CT) with
laboratory data are suggested to predict earlier relapse in MM but
they have not been validated yet.5–7
The aim of our study was to identify laboratory variables that
could predict early MM relapse/progression in a cohort of
transplanted MM patients.
We prospectively followed 44 MM-transplanted patients: 19
with IgG-kappa isotype, 11 with IgG-lambda, 9 with IgA-kappa and
5 with IgA-lambda. They were followed for 29.0 ± 3.8 months
(mean± s.e.). Serial serum samples from each of the MM patients
were collected periodically after ASCT.
We considered as relapsing patients those who underwent
relapse or disease progression according to International Myeloma
Working Group (IMWG) consensus statement.4
Involved/uninvolved index (I/Ui) was calculated using the
monoclonal chain (Involved) as numerator and the polyclonal
chain of the same class (Uninvolved) as denominator.
The heavy/light chain (HLC) ratio (rHLC) was calculated as IgGκ/
IgGλ or IgAκ/IgAλ with normal reference ranges established as
1.3–3.7 for IgG and 0.7–2.2 for IgA.8
To identify factors that predict disease progression in MM-
transplanted patients, we studied HLC pair quantiﬁcation, FLC and
total Ig levels in serial serum samples collected along follow-up.
Table 1 shows the results of these variables measured in basal
Table 1. Results of the different variables in MM-transplanted patients during follow-up
IgG MM (n)
Relapsing patients (11) Basal samples Pre-relapse samples P
Total IgG (mg/dL, mean± s.e.) 996.3± 115.4 1213.0± 122.5 0.26
I/U index (mean± s.e.) 2.23± 0.67 8.49± 4.01 0.01
HLC ratio (abnormal/normal) (%) 7/4 (64/36) 10/1 (91/9) 0.31
FLC ratio (abnormal/normal) (%) 5/6 (45/65) 7/4 (64/36) 0.66
Complete remission patients (14) Basal samples Final samples
Total IgG (mg/dL, mean± s.e.) 1017.0± 115.4 1099.0± 91.71 0.64
I/U index (mean± s.e.) 1.37± 0.18 1.35± 0.19 0.98
HLC ratio (abnormal/normal) (%) 9/5 (64/36) 5/9 (36/64) 0.25
FLC ratio (abnormal/normal) (%) 3/11 (21/79) 2/12 (14/86) 1.00
Partial response patients (5) Basal samples Final samples
Total IgG (g/L, mean± s.e.) 1260.0± 103.5 1530.0± 155.9 0.22
I/U index (mean± s.e.) 4.43± 0.55 4.55± 0.35 0.84
HLC ratio (abnormal/normal)(%) 2/3 (40/60) 2/3 (40/60) 1.00
FLC ratio (abnormal/normal)(%) 2/3 (40/60) 4/1 (80/20) 0.52
IgA MM (n)
Relapsing patients (7) Basal samples Pre-relapse samples P
Total IgA (mg/dL, mean± s.e.) 267.8± 75.9 474.1± 94.2 0.16
I/U index (mean± s.e.) 17.7± 8.7 123.0± 97.6 0.45
HLC ratio (abnormal/normal) (%) 4/3 6/1 0.54
FLC ratio (abnormal/normal) (%) 3/4 6/1 0.24
Complete remission patients (7) Basal samples Final samples
Total IgA (mg/dL, mean± s.e.) 76.9± 11.9 150.9± 32.5 0.13
I/U index (mean± s.e.) 1.2± 0.1 1.1± 0.1 0.90
HLC ratio (abnormal/normal) (%) 0/7 (0/100) 0/7 (0/100) 1
FLC ratio (abnormal/normal) (%) 1/6 (14/86) 1/6 (14/86) 1
Abbreviations: FLC= free light chains; HLC = heavy/light chain; I/U= involved/uninvolved; MM= multiple myeloma.
Bone Marrow Transplantation (2017) 52, 1206–1207
www.nature.com/bmt
samples (ﬁrst samples obtained post ASCT) and in samples obtained
at the end of follow-up or prior to relapse/progression in case of
relapsing patients.
We ﬁrst examined MM patients with IgG isotype. At the end of
follow-up period, 11 of the 30 patients who underwent ASCT
progressed, 5 showed a partial remission (PR) and 14 had an
immunoﬁxation-negative complete remission (CR).
The I/Ui was the most accurate factor to predict progression in MM-
transplanted patients. In relapsing patients, this index was signiﬁcantly
higher in pre-relapse samples than in basal samples (2.23±0.67 vs
8.49±4.01, P=0.012) and anticipated progression 4.58±0.65 months
in advance. Although the I/Ui remained unchanged in both CR and PR
patients, we noticed that I/Ui was higher in the last group (P=0.002),
probably due to the presence of an M component.
We next evaluated the value of the remaining variables in
predicting IgG MM relapse. No differences were observed in the
percentages of abnormal rHLC and rFLC during follow-up in each
group of IgG MM-transplanted patients. Total IgG levels also
remained stable in patients in CR along follow-up but they increased
progressively in relapsing and PR patients. However, differences
between basal and pre-relapse values were not signiﬁcant.
Figure 1 shows representative examples of the differences
between I/Ui and total IgG in the serial samples obtained from a
MM patient of each group. I/Ui showed an early increase and also
higher values than those of total IgG in a relapsing patient
(Figure 1a). In patients in PR (Figure 1b) and CR (Figure 1c), the
relative increase of I/Ui and IgG levels run in parallel along follow-up.
We next studied IgA MM patients. Out of the transplanted
patients 50% relapsed and the other 50% were in CR. We observed
that 71.4% of relapsing patients showed an I/Ui value above 4.0 in
pre-relapse samples whereas no patient in CR showed an I/Ui
value higher than 2.0 (P= 0.02) during follow-up. No signiﬁcant
differences were observed in rHLC, rFLC and total IgA concentra-
tions along follow-up in any group.
The I/Ui ratio is a quantitative marker that reﬂects the increase of
the monoclonal (involved) chain and the decrease of the polyclonal
(uninvolved) one. This index can identify MGUS patients at high risk
of progression to MM,9 and is an independent prognostic factor in
MM.10 We describe here that I/Ui increases earlier than total IgG
levels in relapsing IgG MM-transplanted patients prior to progres-
sion. This index remained stable in patients in CR and in PR
although the later ones showed higher values, thus suggesting that
the presence of an M component induces a moderate immuno-
suppression of the uninvolved chain of the monoclonal isotype.
With respect to IgA MM-transplanted patients, values of I/Ui higher
than 4.0 also foresaw a progression event.
Our results show that HLC pair measurement detects early
increases of M component in transplanted MM patients. Future
studies will further demonstrate the role of the I/Ui ratio as a
biomarker to anticipate progression in MM patients subjected
to ASCT.
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Figure 1. Representative example of the variations of total IgG and I/Ui along follow-up in MM transplanted patients.
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